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Resumen

El trabajo de investigacion realizado evalud la remocion de arsénico, utilizando dos
concentraciones de Chlorella vulgaris inmovilizada en perlas de alginato, del agua
subterranea del pozo “Los Sauces” de Pimentel. Se aplico el Disefio Experimental de
Estimulo Creciente con un control, dos tratamientos y dos repeticiones cada uno:
Control (50 g de perlas de alginato sin microalgas), Tratamiento 1 (50 g de perlas con
inclusion de 1,20x108 células/mL) y Tratamiento 2 (50 g de perlas con inclusion de
3,40x108 células/mL), previo a ello se realizé el cultivo la cepa de C. vulgaris utilizando
el nutriente Omex 20x20x20. La experiencia se realizdé durante 8 dias y diariamente
se hizo la evaluacion de la densidad celular, diametro de las capsulas, numero de
capsulas, pH, intensidad luminica y temperatura. Se realizé la desencapsulacion de la
microalga utilizando bicarbonato de sodio al 4%, para luego ejecutar el recuento

celular con camara de Neubauer de 0,1 mm de profundidad.

La concentracion poblacional de C. vulgaris encapsulada en perlas de alginato de
calcio, afectd positivamente la remocion del arsénico del agua de pozo, siendo mayor

en la densidad poblacional mas alta, con 45,24% de remocion

La mayor velocidad de crecimiento, menor tiempo de generacion y la maxima
densidad poblacional de C. vulgaris se alcanzo en las perlas de alginato con la mayor

concentracion de (3,40x 108 cel/mL).

Palabras clave: Concentracién de Chlorella vulgaris en perlas de alginato,

Remocién de arsénico, Aguas subterraneas, Pozo "Los Sauces".



Abstract
The research carried out evaluated the removal of arsenic, using two concentrations
of Chlorella vulgaris immobilized in alginate beads, from the groundwater of the "Los
Sauces" well in Pimentel. The Growing Stimulus Experimental Design was applied with
a control, two treatments and two repetitions each: Control (50 g of alginate beads
without microalgae), Treatment 1 (50 g of beads with inclusion of 1.20x106 cells / mL)
and Treatment 2 (50 g of beads with inclusion of 3.40x106 cells / mL), prior to which
the C. vulgaris strain was cultivated using the Omex 20x20x20 nutrient. The
experiment was carried out for 8 days and the cell density, capsule diameter, number
of capsules, pH, light intensity and temperature were evaluated daily. The microalgae
were decapsulated using 4% sodium bicarbonate, followed by cell counting using a 0.1

mm deep Neubauer chamber.

The population concentration of C. vulgaris encapsulated in calcium alginate beads
positively affected arsenic removal from well water, being greatest at the highest

population density, with 45.24% removal.

The highest growth rate, shortest generation time, and highest population density of
C. vulgaris were achieved in the alginate beads with the highest concentration (3.40 x

108 cells/mL).

Keywords: Concentration of Chlorella vulgaris in alginate beads, Arsenic

removal, Groundwater, "Los Sauces" water well.



INTRODUCCION

El anhelo de generar productos y servicios que satisfagan las necesidades de
las personas conduce a un uso excesivo de metales pesados, que, habiendo cumplido
su funcion, acaban en los rios, el suelo y otros ecosistemas, en muchos casos sin
tratamiento previo. Diversos procesos industriales, como la mineria y la extraccion de
combustibles fésiles, constituyen una de las principales fuentes antropogénicas de
contaminacion ambiental. Estas actividades liberan sustancias téxicas que generan
impactos negativos significativos en los ecosistemas, la fauna y la salud humana. (Abu
et al., 2006).

Estas sustancias nocivas incluyen metales y metaloides como arsénico, plomo,
cadmio, zinc, bario, vanadio, niquel, mercurio, cromo, cobalto y selenio. Estos
elementos pueden resultar perjudiciales incluso a bajas concentraciones, debido a que
no se degradan naturalmente y tienden a persistir y acumularse en el ambiente
durante largos periodos, incorporandose a los ecosistemas y a la cadena tréfica (Vera
et al., 2016). No obstante, algunos de estos elementos, como cobre, zinc, manganeso,
azufre, hierro y boro, cumplen funciones metabdlicas esenciales en los organismos
cuando se encuentran en concentraciones traza; sin embargo, su exceso puede
provocar efectos tdxicos y representar un riesgo para la salud humana y ambiental
(Verma y Dwivedi, 2013).

La existencia de arsénico en el agua provoca una grave contaminacion. Segun
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la sustancia se incrusta de forma natural,
lo que representa un grave riesgo para la salud. En areas donde se consume agua

potable o agua de pozos contaminada con este elemento, se han registrado



enfermedades de la piel, pulmonares, neurolégicas y vasculares, asi como varios tipos
de cancer (OMS, 2018).

Existen diversas estrategias para combatir la contaminacion por metales
pesados. Entre los enfoques convencionales se encuentra el uso de procesos como
la precipitacion quimica. Se emplean métodos como intercambio idnico, osmosis
inversa y tratamientos electroquimicos para eliminar esos efluentes (Tejada et al.,
2015).

Sin embargo, estos tratamientos tienen inconvenientes, como la generacion de
contaminantes secundarios, baja eficiencia en la eliminacion de metales en
concentraciones bajas y costos elevados (Barakat, 2011). De ahi que se ha optado
por buscar soluciones a los problemas derivados de los metales pesados en el
entorno, basado en tecnologias innovadoras de bajo costo, eficientes y
ambientalmente sostenibles, con el objetivo de evitar la generacion de residuos
durante su aplicacion (Cuizano y Nabarro, 2008).

En este contexto, la utilizacion de las microalgas para la eliminacién de
contaminantes se presenta como una opcion viable. Las algas fitoplanctonicas
cuentan con grupos funcionales capaces de unirse a iones metalicos, permitiendo la
incorporacion de metales como el plomo en sus estructuras. Este proceso conduce a
una disminucion de la concentracion de metal en el entorno ambiental (Sanchez et al.,
2008). Chlorella es uno de los géneros de algas mas investigados y tiene un gran
impacto en la industria, la alimentacién y el medio ambiente.

Villalobos y Scholz (2013) demostraron que el género Chlorella es efectiva en
eliminar una variedad de contaminantes, como antibidticos, nitritos, fosfatos y metales
pesados. Ademas, Kumar et al. (2013), Avila (2015), Montafio et al. (2017) han

demostrado su capacidad para bioacumular estos ultimos en su estructura celular



contribuyendo simultaneamente a la remocion de contaminantes del medio y a la
mitigacion del impacto ambiental.

Bajo este enfoque se propuso el objetivo de estudiar la capacidad de remocion
del metal arsénico en diferentes concentraciones de Chorella vulgaris, inmovilizadas
con perlas de alginato, partiendo del problema: ; Como afecta la concentracion de C.
vulgaris, inmovilizada en perlas de alginato, en la remocién de arsénico del agua de
pozo los sauces?, al cual se le planted la hipotesis: A mayor concentracion de C.
vulgaris inmovilizadas en perlas de alginato habra una mayor remocioén de arsénico
en aguas de pozo los sauces, cuya contrastacion se realizé con el disefio experimental

de estimulo creciente.



CAPITULO I. DISENO TEORICO

1.1. Antecedentes

Perenguez y Valdés (2017) demostraron la extraccion del metal cadmio en
soluciones acuosas mediante el uso de Chlorella sp. en una densidad de 25 x 108
células/ml inmovilizado en perlas de alginato y un control sin microalga. Los
tratamientos consistieron en concentraciones de cadmio de 0 ppm, 20 ppm, 100 ppm
y 200 ppm, con tres repeticiones cada uno, aplicando aireacion constante durante 80
minutos, y tomando muestras de solucion restante cada 10 minutos, para luego hacer
lectura con el equipo de absorcion atomica. La mayor remocion se logroé en la
concentracion de 20 ppm Cadmio donde la Chlorella sp. inmovilizada eliminé 59,67 %
de metal dejando un 40,33 % de residuo en la solucion.

Arias (2017) investigé la adsorcion de cromo usando perlas de alginato de
calcio con y sin Chlorella sp en una solucion de dicromato de potasio. Se utilizaron
concentraciones de cromo de 0, 10, 50 y 100 mg/L, con tres repeticiones en un disefo
de bloques completos al azar y aireacién durante 80 minutos. Las muestras se
analizaron cada 10 minutos mediante espectrofotometria de absorcion atémica. Los
resultados mostraron que las perlas de alginato con Chlorella sp removieron 61% de
cromo a 10 ppm, 51% a 50 ppm y 60% a 100 ppm, siendo mas eficaz a 10 ppm en
comparacion con el tratamiento control.

Vega (2019) investigd la remocion de cromo utilizando Chlorella sp. y
Scenedesmus sp. inmovilizadas en perlas de alginato. Se produjeron tres
concentraciones de biomasa: alta 100% (2,4x10°® cel./ml), media 75% (1,7x10°
cel./ml) y baja 50% (0,63x10° cel./ml), determinadas con la camara Neubauer. Las
perlas se colocaron en una solucion de cromo (1 ppm) aireadas e iluminadas

permanentemente en el lapso de 15 dias, dispuestas en un disefio completamente



aleatorizado con cuatro repeticiones. Las mediciones se realizaron en periodos de
48 horas, registrandose pH, conductividad eléctrica, absorbancia, conteo celular y
concentracion de cromo. Las concentraciones altas de microalgas lograron la mayor
remocion de cromo, siendo Chlorella sp. la mas efectiva con un 86% de remocion,
comparado con el 69% de Scenedesmus sp. Ademas, ambas especies mostraron un
crecimiento normal en todas las fases de desarrollo.

Trivifio (2018) demostro la eliminacion de plomo mediante la adsorcion en
perlas de alginato de calcio, evaluando pH 4 y 5 y concentraciones de microalgas de
0,3x107, 1,6x107 y 3x107 células/mL. Se utiliz6 espectrofotometria de absorcion
atémica para cuantificar el plomo en las soluciones. La maxima eliminacion de plomo
se logré en 143 minutos, sin una influencia significativa del pH, concentracién celular
o concentracién de metal. No hubo relacién directa entre concentracién de microalgas
inmovilizadas y su capacidad de remocion de Pb. Comparando tratamientos, las
perlas de alginato sin Chlorella removieron mas plomo que las perlas con Chlorella o
Chlorella sin inmovilizar, indicando que el alginato por si solo tiene una alta capacidad

de remocion.

Batra (2019) experimentd la remocion de arsénico del agua del del rio
Uchusuma de Tacna-Peru, usando Chlorella vulgaris. En 500 ml de agua con 5 ml de
microalga, se colocaron niveles de arsénico del 20%, 40%, 60%, 80% y 100%,
complementados con nutrientes (Bayfoland). Con un disefo experimental al azar, la
concentracion inicial fue de 0,119 mg/L de As total. Chlorella vulgaris mostré alta
tolerancia y rapida absorcion del arsénico, triplicando el crecimiento celular en los dias
7'y 8 gracias a los nutrientes y componentes inorganicos del agua. No hubo diferencias

estadisticas entre los tratamientos, siendo la remocién mayor al 60%.

Forero et al. (2015) detallaron proceso de inmovilizacion de microalgas
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mediante el uso de esferas de alginato de calcio. Se utilizaron Scenedesmus
ovalternus y Chlorella vulgaris para examinar la estabilidad de las esferas, el
crecimiento de las microalgas y su concentracién dentro de dichas esferas. Se
observo que Chlorella vulgaris logré densidades poblacionales mas altas y tasas de
crecimiento superiores en concentraciones del 10 % v/v con alginato. (1,31x10°8
cél/mL). S. ovalternus presentdé una mayor densidad poblacional y una mayor tasa de

crecimiento en concentraciones del 20 % v/v (7,06x10° cél/mL).

Oliveira (2003) investigo la cinética de bioadsorcion de Cobre utilizando perlas
de alginato de calcio tanto humedas como secas. Sus resultados mostraron que las
perlas humedas alcanzaron el equilibrio mas rapido que las perlas secas, saturandose
después de tres horas de inicio del proceso de bioadsorcion con solo 18,03% de
remocion de Cobre, mientras que las perlas secas se saturaron a las veinticuatro horas
con un porcentaje mucho mayor, alcanzando un 87,79% de remocién de Cobre.
Debido a esto, en los siguientes estudios se optd por emplear perlas secas de alginato
de calcio. Con el apoyo de las ecuaciones de Langmuir y Freundlinch, se procesaron
los resultados de la investigacion en batch. Las perlas secas de alginato de calcio

mostraron una capacidad maxima de bioadsorcion de cobre (Qmax) de 80.645 mg/g.

1.2. Bases Teoricas

1.2.1. Biorremediacion de Metales Pesados

Varias pruebas de laboratorio han reafirmado la habilidad de los
microorganismos para degradar y adsorber contaminantes, mostrando la importancia
de las condiciones fisicas y quimicas con éxito. Este método puede combinarse con
otras tecnologias para mejorar el tratamiento de aguas residuales y residuos solidos.
La Biorremediacién constituye una herramienta eficaz para remediar la contaminacion

en distintos entornos afectados por la actividad humana (Rodriguez y Sanchez, 2003).
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1.2.2. Arsénico

Esta distribuido de manera dispersa en la corteza terrestre y exhibe propiedades
quimicas que lo situan entre un metal y un no metal. Por esta razon, se le denomina
comunmente metaloide. Puede estar presente en cuerpos de agua y su ingestion o
contacto prolongado en altas concentraciones, puede generar cancer y lesiones en
la piel debido a la exposicion a altas concentraciones. Dentro de la atmédsfera, este
elemento se combina con oxigeno, cloro y azufre, lo cual representa un riesgo para
la salud publica (Enriquez, 2015).

1.2.3. Biorremediacién con Microalgas

La utilizacion de microorganismos que incorporan microalgas en procesos de
biorremediacién ha demostrado ser un método eficiente para la eliminacién de
nutrientes y contaminantes téxicos. Las microalgas poseen la habilidad de acumular
compuestos nocivos sin comprometer su funcionamiento biolégico, lo que las hace
ideales para eliminar sustancias quimicas daninas. Ademas, se adaptan facilmente a
su entorno, lo que incrementa su eficacia en la remocién de compuestos toxicos en
el medio (Mehrabadi et al., 2014).

1.2.4. Biorremediacioén

Diversos organismos vivos tienen la capacidad de transformar sustancias
téxicas en compuestos inofensivos para el ecosistema, dado que tienen el poder de
alterar la biodisponibilidad y toxicidad de los metales en el lugar donde se encuentren;
condicion que permite plantear su utilizacion para solucionar problemas de
contaminacion del medio ambiente (Senthil y Gunasundari, 2018). La biorremediacion
consiste en la utilizacion de organismos bidticos (bacterias, hongos, algas, plantas
entre otros) para eliminar, degradar o neutralizar agentes toxicos del ambiente (Mary,

2011).
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“‘Muchos procesos de biorremediacion se dan a través de tecnologias
mediadas por bioadsorcion o biosorcidn, estos son tratamientos fisicoquimicos que se
fundamentan en el fendmeno de adsorcion y absorcion de moléculas e iones” (Vargas
et al., 2009, p. 25); “lo que permite la captacion de iones metalicos mediante un
proceso pasivo que emplea como sorbentes agentes bioldgicos, biomasa viva o
biomasa muerta los cuales se denominan biosorbentes” (Tejada et al., 2015, p. 10).
“Para desarrollar procesos de biorremediacion por biosorcion de metales se requiere
de la adhesion de los iones a la estructura del biomaterial usado para la
descontaminacion” (Sala et al., 2010, p. 114).

a) Bioacumulacién

La bioacumulacion ocurre cuando un metal es incorporado inicialmente a través
de la membrana celular del organismo y posteriormente es transportado hacia
compartimentos intracelulares mas profundos, como el citoplasma y los organelos.
Este proceso, dependiente de la actividad metabdlica de organismos vivos, conduce
a la retencion progresiva del metal en las células, contribuyendo a la reduccién de la
concentracion del contaminante en el medio circundante. (Sala et al., 2010). “La
facilidad para acumular los metales en los microorganismos depende de la afinidad
de estos por las estructuras quimicas se encuentren disponibles en el medio que se
va a biorremediar” (Vullo, 2003, p. 102).

Los organismos utilizan diferentes formas para batallar con el metal, mediante
elementos celulares que captan iones, para reducir la toxicidad del metal en el medio,
realizando procesos quimicos de oxidacion y reduccién del contaminante, en funcién
a su disponibilidad en la naturaleza (Cervantes et al., 2006; Roane et al., 2015).

b) Bioadsorcién

Los procesos de bioadsorcion se basan en interacciones iénicas, formacion de
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complejos entre iones metadlicos y los grupos funcionales presentes en el
bioadsorbente, los cuales son caracteristicos por su bajo costo de operacion y alta
eficiencia (Abbas et al., 2014). Asimismo, reduce la obtencion de lodos quimicos y
biologicos, presenta elevada relacion superficie/volumen, rapida cinética de adsorcién
y desorcion. No requiere de nutrientes adicionales durante el proceso, permitiendo la
recuperacion del bioadsorbente y en ocasiones hasta del metal absorbido (Sameera

etal., 2011).

1.2.5. Capacidad de las Algas para Remocion de Metales Pesados

Uno de los principales problemas ambientales actuales es la elevada cantidad
de emisiones contaminantes generadas por las grandes industrias, entre las cuales
destaca la liberacion de metales pesados al medio ambiente, particularmente a
cuerpos de agua. Estos contaminantes representan una amenaza significativa tanto
para los ecosistemas acuaticos como para la salud humana. Ante esta problematica,
se ha explorado el uso de microorganismos y organismos con alta tolerancia a
metales pesados como una estrategia biotecnologica de remediacion. Entre estos
organismos, las algas y microalgas han cobrado especial relevancia debido a su
capacidad para crecer en ambientes altamente contaminados y a su eficacia en la
bioacumulacion y biosorcion de metales pesados presentes en aguas residuales
(Chong et al., 2000).

1.2.6. Caracteristicas de la Microalga Chlorella vulgaris

Las microalgas, se encuentran tanto en ambientes marinos como de agua dulce,
realizan la fotosintesis de manera similar a las plantas terrestres y componen un
grupo de productores primarios muy importante; que contribuyen aproximadamente
con el 32 por ciento de la fotosintesis global, convirtiéndolos en generadores de

oxigeno (Priyadarshani et al., 2011).
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Hay dos tipos principales de sistemas de cultivo. El sistema abierto, en la cual
las especies dependen mucho de los factores ambientales y de la forma en como se
opera. Por lo contrario, el sistema cerrado permite optimizar cultivos especificos y
puros, aislados del medio ambiente y mantenidos bajo condiciones controladas,
dependiendo de la especie (Posten, 2009).

Chlorella sp., es una Chlorophyta, unicelular, de forma esférica, con un diametro
que varia de 2 a 10 um, y posee un pigmento verde gracias a la clorofila de tipo Ay
B. Tiene reproducciéon asexual. Presenta un rapido crecimiento y capacidad de
adaptacion a diferentes fuentes de nutrientes, bajo condiciones fotoautotréficas,
heterotréficas y mixotroficas. Desempefia un papel muy importante en la remocion

de metales pesados (Thirumagal y Pannerselvam, 2014).

1.2.7. Parametros de Crecimiento de las Microalgas

El crecimiento de las microalgas esta muy influenciado por las condiciones
fisicas y quimicas del ambiente acuatico. Cada especie presenta un intervalo
particular de requerimientos de pH, disponibilidad de nutrientes, concentracion de
diéxido de carbono, salinidad, intensidad de luz, temperatura y oxigeno para alcanzar

un maximo crecimiento (Hernandez y Labbé, 2014).

a. Luz: Laintensidad de la luz es un factor muy importante en un cultivo, ya que
las microalgas toman la energia luminica y la transforma en metabdlica
mediante la fotosintesis; la que puede ser recibida de forma natural, en
fotoperiodo, o a partir de iluminacion artificial de forma constante (24 horas)
(Richmond, 2004).

b. Aireacion: Se utiliza para homogenizar la distribucion de las células y

nutrientes, evitando la sedimentacién y garantizando que todas tengan
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acceso a la luz y nutrientes (Valdivia et al., 2012).
c. Temperatura: Fluctua segun el habitat y la especie, pero la gran cantidad

de especies toleran temperaturas de 18 a 27°C (Gualtieri y Barsanti, 2014).
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CAPITULO II. DISENO METODOLOGICO

21. Tipo y Disefo de Investigacion

Segun Hernandez (2014), corresponde a investigacion aplicada, con un disefio
experimental de estimulo creciente, que presenta un control y dos tratamientos, con
tres repeticiones cada uno: Control (perlas de alginato sin C. vulgaris), Tratamiento 1
(perlas de alginato con 1,20 x 108 cel/mL de C. vulgaris), Tratamiento 2 (perlas de

alginato con 3,40x 10° cel/mL de C. vulgaris).

2.2. Poblacién y Muestra
La poblacién de C. vulgaris estuvo constituida por microalgas de esta especie
producidas en el laboratorio de la empresa BIOPERU-VIDA S.A.C.; provincia de

Lambayeque, departamento de Lambayeque.

La muestra de microalgas fue 460 x10% cel/mL de C. wulgaris, las cuales
estuvieron inmovilizadas en capsulas de alginato, de acuerdo con el disefo

experimental.

La muestra de agua estuvo constituida por 9 L de agua de subsuelo del pozo
“Los Sauces”, a los cuales se les aplico los tratamientos especificados en el Diseio

Experimental.

2.3. Material Biolégico
Conformado por cepa de C. vulgaris obtenidas del laboratorio de BIOPERU-

VIDA S.A.C. situado en el distrito y departamento de Lambayeque.
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2.4. Métodos, Técnicas, Instrumentos y Procedimientos de Recoleccién de

Datos

2.4.1. Localizacion del Estudio

El presente trabajo de investigacion se desarrollé en las instalaciones del
laboratorio de la empresa BIOPERU VIDA S.A.C, ubicado en el distrito, provincia y
departamento de Lambayeque — Peru, entre los 6°42'20"S Latitud y 79°54'17"W

Longitud.

2.4.2. Ubicacion de toma de muestra

La ubicacion del pozo "Los Sauces" se encuentra en el distrito de Pimentel,
provincia de Chiclayo, departamento de Lambayeque. Geo-referencialmente, sus
coordenadas son latitud 06°47'35.7" S y longitud 79°53'06.9" O. La muestra fue
recogida en un bidén de 20 litros, registrando la temperatura del agua y la ubicacién

con un GPS marca Garmin 62s (Figura 1).

2.4.3. Analisis Inicial del Metal Pesado Arsénico

Se tomo una muestra de agua del pozo en botella de 250 mL y se le agregaron
10 gotas de HNOs (Figura 2 y 3). Luego, se envio al laboratorio SAG PERU S.A. para

analizar la concentracién de arsénico presente en el agua.

2.4.4. Limpieza y desinfeccion

Antes de iniciar la etapa experimental, se realizé la limpieza y desinfeccion de
los ambientes a utilizar, como las salas de microscopia, siembra, cepario, lavado y
secado del material. El material de plastico y vidrio se lavo utilizando agua potable y
se sumergio en una solucién de hipoclorito de sodio a 5 ppm durante 24 horas. Luego,

se enjuago con
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Figura 1

Ubicacion de recoleccion de muestra de agua del pozo “Los Sauces”

Parque Los Almendros o
37 kkkd 4 ()

B Parque
At las 24 hotas

Figura 2

Analisis fisicoquimico del agua del pozo “Los sauces” - Pimentel
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Figura 3

Preparaciéon de muestra de agua enviada al laboratorio SAG

agua y se dejé secar. El material de vidrio se cubrié con papel aluminio y se esterilizé

a 100°C durante 2 horas en un horno marca INCASOL.

2.4.5. Cultivo de Chlorella vulgaris

La cepa de C. vulgaris para iniciar con la investigacion, fue proporcionada por el
laboratorio BIOPERU VIDA SAC, la que fue cultivada utilizando el medio de cultivo
foliar denominado Omex 20x20x20 y cuya composicion se muestra en la Tabla 1. El
cultivo se llevo a cabo en matraces Erlenmeyer de 500 y 1000 mL, manteniéndolo bajo

aireacion constante e iluminacion continua, durante 6 dias. (Figura 4).

2.4.6. Preparacion de perlas de alginato con C. vulgaris

Se disolvieron 6g de alginato de sodio en 150mL de agua destilada, utilizando

bafio maria para facilitar la disolucion. Luego de permitir que la mezcla se enfrie, se



Tabla 1
Composicion quimica del OMEX 20X20X20

Composicion

Nitrégeno Total (N)
Nitrégeno Nitrico (NO3)
Nitrégeno Amoniacal (NH4")
Fosforo (P20s)

Potasio (K20)

Magnesio (MgO)

KELPAK (Ecklonia maxima)
Hierro (EDTA) (Fe)

Zinc (EDTA) (Zn)

Cobre (EDTA) (Cu)
Manganeso (EDTA) (Mn)
Boro (B)

Molibdeno (Mo)

20.0 % p/v
8.7 % piv
20.0 % p/v
20.0 % p/v
1.5 % piv
5.0 % p/v
1500 ppm
750 ppm
750 ppm
750 ppm
300 ppm
12 ppm

12 ppm

Figura 4

Cultivo y Recuento de células de C. vulgaris

20

Nota. A. Cultivo en matraces de C. vulgaris con Omex (20x20x20); B. Desarrollo del cultivo
acondicionado con iluminacién y aireacién; C. Conteo en camara de Neubauer. D.

Observacion microscopica de células de C. vulgaris.
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homogeneizo hasta lograr una solucion completamente libre de particulas o grumos.
Posteriormente, se regulo el pH segun los requerimientos del experimento. La solucion
preparada se transfirio a una jeringa de vidrio de 20mL sin aguja y se vertio lentamente
en forma de gotas (perlas) en una solucion de cloruro de calcio al 1% (p/v),
manteniendo una agitacion constante a velocidad de 100 rpm; para el control y sus

repeticiones (Figura 5).

Para la inmovilizacion de C. vulgaris, se empled la metodologia descrita por
Valdez et al. (2018). Inicialmente, se efectud el conteo de células con una camara de
Neubauer (0,1 mm de profundidad) para determinar la concentracion del cultivo.
Posteriormente, se elaboraron perlas con dos concentraciones de C. vulgaris: 1,20
x10%y 3,40 x108 células/mL conteniendo alginato de sodio para su mezcla y asi formar
las perlas con las dos concentraciones propuestas para desarrollar la investigacion.

(Figura 6).

Una vez formadas las perlas, se mantuvieron en agitacion durante 30 minutos
adicionales. Luego, las perlas se filtraron utilizando una red malla de 20 mm de
abertura; y a continuacién se lavaron cuidadosamente con agua destilada-desionizada

estéril para eliminar cualquier residuo generado por la reaccién quimica (Figura 7).

2.4.7. Instalacion de la Fase Experimental

Se anadié 1 L de agua de pozo a las botellas esterilizadas de 2 mL, luego se
peso las perlas de alginato de sodio y se incorporaron a cada tratamiento 50 g de
perlas con y sin C. vulgaris (Figuras 8 y 9). Posteriormente, se conectaron las botellas
a un sistema de aireacion utilizando mangueras y un motor de acuario para asegurar
la oxigenacion, y se instalaron lamparas fluorescentes blancas de 60 W como fuente

de luz artificial, manteniendo ambos de forma continua (Figura 10).
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Figura 5

Preparacion de perlas de alginato de sodio

Nota. Ay B. Disolucién de alginato de sodio en agua destilada. C y D. Solucién homogénea
libre de particulas o grumos.

Figura 6

Preparacion de alginato de sodio con dos concentraciones diferentes de C. vulgaris

Nota. A y B. Concentraciéon de C. vulgaris 1,20 x108. C y D. Concentracion de C.
vulgaris 3,40 x1068.
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Figura 7

Filtrado, secado y lavado con agua desionizada de las perlas de alginato de sodio

Nota. A. Perlas con mayor concentracion de C. vulgaris. B. Perlas con menor
concentracion de C. vulgaris. C. perlas sin C. vulgaris

Figura 8

Pesado de perlas de alginato de sodio afiadido a cada tratamiento

Nota. A. Perlas sin C. vulgaris; B. Perlas con la concentracion menor de C. vulgaris; C.
Perlar con mayor concentracién de C. vulgaris.



Figura 9

Proceso de instalacién de perlas de alginato en cada fotobiorreactor
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Figura 10

Instalacion de la fase experimental con aireacion y luz constante

CONTROL

25
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2.4.8. Evaluacioén de parametros fisicoquimicos

En toda la etapa del cultivo, los datos de temperatura y pH se registraron para

cada uno de los tratamientos, asi como del control y sus repeticiones (Figura 11).
a. Temperatura (°C)

Haciendo uso del termdmetro infrarrojo tipo pistola marca HETAIDA, se registro

la temperatura diariamente y en tres horarios: 08, 13y 17 h.
b. pH

Se controlé con un pHmetro-009(l) diariamente, durante todo el proceso del

experimento.

2.4.9. Determinacién de Recuento Celular

Se extrajo diariamente 1 g de esferas de cada réplica y tratamiento, y
posteriormente se contaron y midieron utilizando un vernier (Figura 12). Las esferas
provenientes de los tratamientos con C. vulgaris se colocaron en tubos Falcon de 15
mL, a los cuales se agregaron 9 mL de solucion de bicarbonato de sodio al 4%. La
mezcla se dejo reposar durante 4 horas para luego proceder con el conteo celular
utilizando camara de Neubauer de 0,1 mm de profundidad y un microscopio binocular

GREETMED EX20 a 100X, siguiendo la metodologia de Ardila (2012) (Figura 13).

2.4.10. Analisis del arsénico durante el experimento

El analisis del arsénico se llevd a cabo al inicio, durante la fase exponencial del
cultivo, y al final del experimento. Para preservar las muestras (Figura 14), se les
agrego acido nitrico (HNOs3), siguiendo el protocolo establecido por el laboratorio SAG
PERU, certificado por INACAL. Los metales se determinaron mediante espectrometria

de masas, utilizando la metodologia EPA 200.8.
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Figura 11

Medicién de los parametros fisicoquimicos durante la Fase experimental

Nota. A. Medicion de temperatura. B. Medicion del pH

Figura 12

Medicioén y pesaje de perlas de alginato previo al conteo celular
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Figura 13

Desencapsulamiento de las perlas de C. vulgaris y conteo celular

Figura 14
Preparacion de muestras de agua para analisis de arsénico en la fase exponencial y

final del experimento
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2.5. Procesamiento y Analisis de Datos

Concluida la fase experimental del cultivo, a fin de determinar diferencias en el
desarrollo de C. vulgaris entre repeticiones de cada tratamiento, se aplicé un ANOVA
simple (Ostle, 1994).

A continuacién, se promediaron las poblaciones de las repeticiones en cada
tratamiento y se aplicd el ANOVA para un modelo factorial de dos factores fijos (Ostle,
1994). Los datos fueron procesados con el software Minitab 22.

Por otro lado, la cinética del crecimiento de C. vulgaris, fue desarrollada
mediante el modelo matematico de Gompertz modificado (Castro et al., 2008):

N = A + C*exp(-exp(-B(t-M)))
Donde:

N: logaritmo decimal de los recuentos celulares (log (cél mL-1)) al tiempo (t) en horas.

A: logaritmo decimal de los recuentos celulares iniciales (log (cél mL-1)).

C: logaritmo decimal de la diferencia de la poblacion final e inicial en la fase
estacionaria (log (cél mL-1)).

M: tiempo para alcanzar la maxima velocidad de crecimiento (horas).

B: velocidad de crecimiento maxima relativa al tiempo M (log (cél/mL/h)).

t: tiempo (horas).

El modelo se estimé aplicando el software Statistica 13.3.

Los indicadores poblacionales de crecimiento se calcularon, utilizando la siguiente
formulacion:
A=M-1/B
A: Fase de adaptacion en horas.
Tg=Log2(e)/BxC

Tg: Tiempo de generacién en horas
e: 2,7182 (constante)
MDP = A+C

MDP: Maxima densidad poblacional dado en (log (cél mL-1)).
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CAPITULO Ill. RESULTADOS

3.1. Remocién del metal pesado Arsénico

La concentracién de Arsénico (As) en el agua antes del inicio del experimento
fue de 0,012 mg/L (Anexo 1), valor que supero el Limite Maximo Permisible (0,010
mg/L) para consumo humano (Decreto Supremo N°004-2017-MINAM); sin embargo,
luego de la aplicacion del disefio experimental, se pudo apreciar que su concentracion
disminuyd, aunque con ligeras diferencias entre las repeticiones del control y
tratamientos (Tabla 2), siendo en promedio de: 0,0104mg/L en el Control, 0,0097 mg/L
en el Tratamiento 1 y 0,0086 mg/L en el Tratamiento 2, evidenciandose una mayor
disminucién en la mayor concentracién algal (T2) (Tabla 2 y Anexo 2 y 3).

Las diferencias observadas entre las concentraciones de Arsénico de las
repeticiones no fueron estadisticamente significativas (p: ,805), igualmente, no hay
significacion estadistica entre las concentraciones de Arsénico de los tratamientos (p:
,536), lo cual indico que no hay efecto de los tratamientos en relacién con la remocion
del Arsénico del agua. (Anexo 4 y 5).

El analisis porcentual de la remocién del Arsénico del agua al finalizar la
experiencia en el octavo dia determind que en el Control hubo una remocion del 15,45
%, en el Tratamiento 1 fue de 30,10 % y para el Tratamiento 2, la remocion fue de

45,24 % (Figura 15).

3.2. Numero y diametro de capsulas por gramo en los diferentes tratamientos

con C. vulgaris

El niumero de capsulas por gramo disminuyé y el diametro aumenté a medida
que transcurrio el experimento, siendo mas acentuada en el Tratamiento 2. (Figura

16).



Tabla 2

Valor promedio del Arsénico determinado a través de espectrofotometria de masas

- Control
Arsénico (mg/L)
R1 R2 R3
Muestra inicial 0,01209 0,01209 0,01209
Muestra intermedia 0,00850 0,00890 0,00900
Muestra final 0,01013 0,01022 0,01046
Tratamiento 1
Muestra inicial 0,01209 0,01209 0,01209
Muestra intermedia 0,00831 0,00867 0,00903
Muestra final 0,00803 0,00845 0,00846
Tratamiento 2
Muestra inicial 0,01209 0,01209 0,01209
Muestra intermedia 0,00699 0,00721 0,00730
Muestra final 0,00651 0,00662 0,00687

Figura 15

Porcentaje de remocion de arsénico (As) en fase intermedia y final del experimento
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Figura 16
Variacion del numero de capsulas por gramo del control y de cada tratamiento con

C. wulgaris
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Las diferencias en el numero de capsulas por gramo observadas presentaron
significacion estadistica, de ahi que se demostro el efecto de los tratamientos (p: ,001),

ademas del tiempo (p:,001) y la interaccién de ambos factores (p: ,001) (Anexo 6).

En lo que respecta al diametro de las capsulas, presentaron un comportamiento
inverso al numero, es decir incrementaron su diametro con el tiempo hasta el séptimo
dia, para luego disminuir ligeramente, asimismo, el mayor diametro de las capsulas
correspondio al Tratamiento 2, seguido del tratamiento 1 y finalmente el Control, con

los menores diametros (Figura 17).
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Figura 17

Variacion del diametro diario de las capsulas del control y de los tratamientos con C.

vulgaris
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El analisis de variancia (Anexo 7) determind que las diferencias observadas
fueron estadisticamente significativas, consecuentemente, el diametro de las capsulas
fue afectado por los tratamientos (p <,001) y el tiempo (p <,001), y la interaccion de

estos (p <,030).

El resultado del analisis de la correlacion entre el numero de capsulas por
gramo Yy el diametro de las capsulas, indico la existencia de una correlacidén negativa

significativa (R: - 0,795, p: ,001) entre ambas variables (Tabla 3 y Figura 18).

Finalmente, el analisis conjunto de las variables en juego sefiala que existe una
correlacion negativa del numero de capsulas con el diametro, el numero de células y
el tiempo e igualmente, el diametro de las capsulas se correlaciona positivamente con

el numero de células y el tiempo (Figura 18).
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Tabla 3

Matriz de correlacion de numero de capsulas, diametro de capsulas, numero de

células de C. vulgaris y tiempo de cultivo

Ndmero de Diametro de Ndmero de Tiempo
capsulas capsulas células (dias)
Numero de R de .
capsulas Pearson
gl —
valor p —
Diémetro de R de -0,795 .
capsulas Pearson
gl 79 —
valor p <,001 —
Nt]rpero de R de -0,616 0,851 .
células Pearson
gl 79 79 —
valor p <,001 <,001 —
. , R de
Tiempo (dias) Pearson -0,585 0,552 0,206 —
gl 79 79 79 —
valor p <,001 <,001 0,064 —

Figura 18

Mapa de calor de la correlacion de Pearson entre en numero de células, dias, diametro

y capsulas
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3.3. Crecimiento de C. vulgaris encapsuladas en Perlas de Alginato

En general, los dos tratamientos crecieron rapidamente hasta el tercer dia de
cultivo, de ahi el crecimiento celular fue mas lento, avanzando hasta el sexto dia en el
Tratamiento 2, pero en el Tratamiento 1 ocurrié hasta el séptimo dia, decayendo
ambos en el octavo dia; debiendo anotar que el mayor crecimiento celular se observo
en el Tratamiento 2, desde el inicio del cultivo (Tabla 4). Esta caracteristica del
crecimiento celular se aprecié nitidamente en la representacion grafica (Figura 19),

donde se observo la superioridad del crecimiento celular en el Tratamiento 2.

Las diferencias observadas entre las repeticiones de cada tratamiento no fueron
estadisticamente significativas (p: ,05) (Anexo 8). Procediéndose a promediarlas y
representarlas en la Figura 19, observandose que el Tratamiento 2 presentd la

densidad poblacional mas alta desde el primer dia de cultivo hasta el final.

El crecimiento celular de C. vulgaris observado, difirié significativamente entre
concentraciones celulares (p: ,001), el tiempo (p: ,001) y la interaccion de ambos

factores (p: ,001) (Anexo 9).

Por otro lado, se muestra los resultados de la prueba de Tukey, que compara las
medias de crecimiento de C. vulgaris entre los diferentes tiempos. El analisis agrupa
las medias con diferentes letras indicando que hay diferencias significativas entre los
tiempos en términos de crecimiento celular. Las medias mas altas se observaron en
los dias 6 y 7, indicando que el crecimiento maximo se alcanz6 durante este periodo

(Tabla 5).

3.4. Cinética de crecimiento de C. vulgaris
Se presentan los parametros de crecimiento obtenidos del modelo Gompertz

para C. vulgaris. Los altos valores de correlacién (R) indicaron un buen ajuste del



Tabla 4

Crecimiento diario (cel/mL) de C. vulgaris en cada tratamiento y sus repeticiones

36

Tiempo Tratamiento 1 Tratamiento 2
Dias R1 R2 R3 R1 R2 R3
0 1200000 1200000 1200000 3400000 3400000 3400000
1 2290000 2280000 1860000 4460000 4450000 4460000
2 2500000 2430000 2470000 5270000 5260000 5270000
3 2560000 2460000 2520000 6230000 6230000 6230000
4 2700000 2780000 2750000 6830000 6840000 6840000
5 2970000 2930000 3520000 7060000 7060000 7060000
6 3520000 3510000 3650000 7650000 7650000 7650000
7 3620000 3680000 3650000 7650000 7650000 7650000
8 2750000 2810000 2790000 5880000 5650000 5650000
Figura 19

Fluctuacion del crecimiento diario en cada tratamiento de C. vulgaris, cultivada a

diferentes concentraciones celulares
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Tabla 5

Comparacion de las medias de crecimiento de C. vulgaris de los tratamientos entre

los diferentes tiempos mediante la prueba de Tukey

Tiempo Media Agrupacion
1 3166667 A

3816667
4521667
5140000
5440000
5550000
5755000
5800000

N OO o1 0o A WN
m m m m O O W

modelo Gompertz a los datos experimentales, con valores que van de 0,9857 a 0,9924

(Tabla 6).

El tratamiento 2 presentd la mayor velocidad de crecimiento (B): 0,0429 log
(cél./mL/h), siendo en el tratamiento 1 de 0,0374 log (cél./mL/h); asimismo, el
tratamiento 2, observd menor tiempo de duplicacion celular (Tg): 6,43 h en
comparacion al tratamiento 1 cuyo valor fue de 11,35 h. Sin embargo, en el tratamiento
2 hubo fase de latencia, en contraposicion al tratamiento 1 donde no ocurri6 esta fase;
de igual modo, el tiempo para alcanzar la maxima velocidad de crecimiento (M) fue
superior en el tratamiento 2: 24,80 h, en relacion con el tratamiento 1: 24,68 h, el cual,
en cambio, ostenté un mayor numero de células en la fase estacionaria (C): 0,518546

log (cél mL-1), con respecto al tratamiento 2 con 0,3369 log (cél mL-1).

El modelamiento grafico del crecimiento (Figura 20), evidencié las fases de

crecimiento de C. vulgaris; apreciandose que la fase de latencia (lag) no se presento
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Tabla 6

Parametros del crecimiento de C. vulgaris obtenidos a partir del modelamiento de

Gompertz
Parametros Tratamiento 1 Tratamiento 2
R 0,9924 0,9857
C 0,5186 0,3369
B 0,0374 0,0429
M 24,6810 24,7963
A 0,0734 1,4695
Tg 11,3520 6,4296

Nota. R: Coeficiente de correlacién; C, B y M: Parametros del modelamiento de Gompertz;
A: Fase de latencia (horas); Tg: tiempo de generacién (horas).

T1; sin embargo, en el tratamiento T2 si, siendo la duracién de esta fase de 0,07 y
1,47 horas, respectivamente. En cuanto a la fase exponencial (fase log) se distingue
que la menor duracién fue de 40 horas en el tratamiento 1, y una mayor duracién (48
horas) en el tratamiento 2.

El analisis comparativo de los graficos generados a partir del modelo de
Gompertz evidencié que el tratamiento T2 presentd una mayor velocidad de
crecimiento algal, un mayor numero de generaciones y una capacidad de carga
superior, ademas de un tiempo de generacion (6,42 horas) mas corto en comparacion

con el tratamiento T1. (Figuras 20).

3.5. Parametros fisicoquimicos del agua durante el experimento
El pH del agua varié ligeramente de un tratamiento a otro, asi como con el
transcurso del tiempo de cultivo. En general oscil6 entre 7,9 y 8,3, valores que sefialan

un medio alcalino (Tabla 7).



Figura 20
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Curva de crecimiento del modelo de Gomperz para el tratamiento 1y 2 de C. vulgaris
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Tabla 7

pH diario del agua del control y de cada tratamiento con C. vulgaris

Tiempo

(dias) Control Tratamiento 1 Tratamiento 2
ias

1 8,3 8,3 8,6

2 7,9 7,8 7,9

3 8,1 8,1 8,2

4 8,1 8,0 8,0

5 78 7,7 7,8

6 8,2 8,1 8,0

7 8,0 8,1 7,8

8 7,8 8,1 7,8

En cuanto a la temperatura, sus variaciones fueron leves entre tratamientos e
igualmente en funcion al tiempo de cultivo; siendo su rango entre 23,3 °C y 24,0 °C

(Tabla 8).

3.6. Correlacion entre los parametros fisicoquimicos y la maxima densidad
poblacional con respecto a la remocién de arsénico
El nivel de concentracion del arsénico guardd correlacion positiva con el pH 'y
positiva baja con la temperatura del agua de cultivo; fue negativa baja con el tiempo
de generacion y negativa alta con la Maxima Densidad Poblacional. Por otro lado, se
observa que la Maxima Densidad Poblacional guardé correlacién negativa con el pH

y la temperatura (Figura 21).



Tabla 8

Temperatura diaria del agua del control y en cada tratamiento con C. vulgaris

Tiempo Control Tratamiento 1 Tratamiento 2
(dias)
1 23,4 23,3 24,0
2 23,9 23,4 23,5
3 23,7 23,4 23,5
4 23,6 23,5 23,5
5 24,0 23,7 23,9
6 238 23,0 23,0
7 23,9 23,9 23,8
8 23,7 23,4 23,6
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Figura 21

Mapa de calor de Correlaciéon entre los parametros fisicoquimicos y la maxima

densidad poblacional con respecto a la remocion de arsénico

Correlacién
MDP Pearson

-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
Tg

TEMPERATURA

p H - D _D -08
COMCEMNTRACION METAL -- 0.4 -0.46
< 62‘ \)Q_‘?‘- <%
& <3
= s
SN <2
) <
- T
/\QR‘ <&

-0.53

&




42

CAPITULO IV. DISCUSION

La hipdtesis planteada en el proyecto sefialando que, a mayor concentracion
de C. wulgaris inmovilizadas en perlas de alginato habra una mayor remocion de
arseénico en aguas de pozo los sauces, se cumplio porque la remocidn mas alta se dio
en la mayor concentracion, aunque el analisis de variancia no evidencio diferencias
significativas entre los niveles de arsénico del agua luego de la aplicacion del estimulo,
lo cual se estaria explicando porque la remocidon del arsénico es indiferente en las

concentraciones de C. vulgaris inmovilizadas en perlas de alginato experimentadas.

Sin embargo, porcentualmente la diferencia es notoria por cuanto la reduccién
de la concentracion de arsénico en el tratamiento 2 fue de 45,24 %, mientras que en
el tratamiento 1 fue de 15,47 %, hecho que estuviese ligado al mayor crecimiento
celular que observo este tratamiento y que le habria permitido una mayor absorcién
del arsénico, siendo corroborado por la correlacion negativa de la concentracion de
arsénico con el tiempo de generacion y con la Maxima Densidad Poblacional. Sin
embargo, es necesario sefialar que el nivel de concentracion final (0,0086 mg/L), fue

inferior al LMP (Decreto Supremo N°004-2017-MINAM).

La situacion antes sefalada, es concordante con los resultados obtenidos por
Vega (2019), quien encontr6 que la mayor remocion de cromo se logréo con
concentraciones altas de Chlorella sp. (86%), sefialando la importancia de la densidad
de microalgas en el proceso de absorcidén, aunque con un metal diferente. Esta
importancia de la densidad de microalgas para el proceso de reabsorciéon de metales
es destacada por diversos autores como Oliveira (2003), Sala et al. (2010), Perenguez
y Valdés (2017). En esta misma direccion, coincide con Batra (2019) sobre la remocion

de arsénico por C. wvulgaris, en densidades mayores; asimismo, guarda relacion
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semejante con Perenguez y Valdés (2017) quienes lograron una remocién de cadmio
del 59,67% en soluciones acuosas con 20 ppm, usando perlas de alginato con

Chilorella sp.

Por otro lado, es probable que la concentracion del metal incida en el nivel de
su absorcion por parte de la microalga, pues Arias (2017) encontré que las perlas de
alginato con Chlorella sp. removieron cromo a niveles significativos, siendo mas
efectivas a concentraciones bajas (10 ppm), lo cual se ha presentado en el presente
caso, donde con una concentracion mucho mas baja de arsénico (0.01209 mg/L), se
logré una remocion significativa. Esta caracteristica también ha sido observada en
estudios realizados por otros autores como Cuizano y Nabarro (2008), Kumar et al.,

(2013) y Batra (2019).

Es necesario también senalar que, respecto a la capacidad de remocion de
metales pesados por alginato de calcio, no hay concordancia con el estudio realizado
por Trivifio (2018) quien concluyé que el alginato de calcio, por si solo, tiene una alta
capacidad de remocién de plomo, mas que las perlas con Chlorella, pues en el
presente estudio las perlas de alginato de calcio sin C. vulgaris removieron una
cantidad minima de arsénico, en comparacidon con el tratamiento donde se
encapsularon la densidad mas alta de microalgas, lo cual podria deberse a la afinidad
de este compuesto por el metal que en el caso del autor mencionado fue plomo y en
el presente estudio ha sido arsénico o también a condiciones experimentales

especificas (Sanches et al. 2008; Sameera et al. 2011).

En lo que se refiere al diametro de las capsulas, se ha observado que este

aumentd con el paso del tiempo en los tratamientos, lo cual probablemente se debid
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al crecimiento de la poblacion algal, presentandose mayor en el tratamiento 2, que

experimento el mayor desarrollo poblacional de C. vulgaris.

Respecto al numero de capsulas por gramo, se ha encontrado que este
disminuy6 con el aumento de la concentracion del alga (Tratamientos), lo cual esta
relacionado con el aumento del diametro, lo que l6gicamente incrementa el volumen
de las capsulas y consecuentemente su peso. Esto lo explica también, el mapa de
calor de la correlacion de Pearson, que establecid una correlacion negativa del
numero de capsulas con el diametro (-0,79), con la concentracion de células (-0,62) y

con el tiempo (-0,59).

En relacién con el crecimiento de C. vulgaris encapsulada en perlas de alginato,
se observo que el mayor crecimiento poblacional correspondié al tratamiento 2 desde
el inicio del cultivo, lo cual se debié a que, al haber una mayor densidad poblacional,
la multiplicacién de las células aumentd la poblacion total, debiéndose hacer notar que
esta llegd a su nivel asintético el sexto dia de cultivo, mientras que en el tratamiento 1
ocurrid en el séptimo dia. Este buen crecimiento poblacional de C. vulgaris
encapsulada en perlas de alginato es concordante con la afirmacién de Forero et al.
(2015) quienes sostuvieron que la inmovilizacién de microalgas en esferas de alginato
de calcio permitié un crecimiento mas eficiente de Chlorella vulgaris. Situacién que
puede deberse a la estabilidad proporcionada por el alginato, que favorece la
proliferacion de las microalgas al tiempo que facilita su interaccion con el contaminante

(Sanches et al. 2008; Tantte 2018).

La curva de crecimiento de Gompertz permitid identificar que, en la
concentracion de 1,20x 108 cel/mL de C. vulgaris, no se presentd la fase de

adaptacion, lo que si ocurrié en la concentracion de 3,40x 108 cel/mL, lo cual se
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explicaria porque en la concentracion menor, el alga habria contado con mayor
espacio disponible en el interior de las perlas de alginato de calcio para iniciar su
crecimiento rapidamente, mientras que en la concentraciéon mayor, la disponibilidad
de espacio fue menor y tuvo que pasar por un proceso de adaptacion para iniciar su

crecimiento.

Con respecto a la cinética de crecimiento de C. vulgaris, el tratamiento 2 ostenté
la mayor velocidad de crecimiento (B), lo cual guardé relacién con el menor tiempo de
duplicacién celular, que permitié un rapido incremento de la poblacion algal y que se

vio reflejada en la maxima densidad poblacional lograda en este tratamiento.

El pH del agua de cultivo oscil6 de 7,9 a 8,3, sefialando un medio alcalino, que
se encuentra por encima del nivel 6éptimo de desarrollo de C. vulgaris, que segun

Gomez-Luna et al. (2021) es de 7.

La temperatura del agua de cultivo estuvo entre 23,3 °C y 24,0 °C,
encontrandose dentro del nivel adecuado para su desarrollo considerado de 20 °C a

28 °C (Serra-Maia et al., 2016).
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CONCLUSIONES

La concentracidn poblacional de C. vulgaris encapsulada en perlas de alginato de
calcio afectd positivamente la remocion del arsénico del agua de pozo, siendo
mayor en la densidad poblacional mas alta.

La mayor velocidad de crecimiento, menor tiempo de generacion y la maxima
densidad poblacional se alcanzé en las perlas de alginato con la mayor
concentracion de C. vulgaris (3,40x 10° cel/mL).

El numero de capsulas por gramo guardd correlaciéon negativa con el diametro
(-0,79), con la concentracion de células (-0,62) y con el tiempo (-0,59).

La curva de crecimiento de C. vulgaris no presenté fase de adaptacion en la
concentracion menor (1,20 x 10® cel/mL), pero si ocurrid en la concentracion

mayor (3,40x 108 cel/mL).
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RECOMENDACIONES

Dado que el tratamiento 2 mostré6 una mayor eficiencia en la remocion de
arsénico, se recomienda seguir optimizando las condiciones de cultivo,
incluyendo la concentracién de C. vulgaris, la composicién de las perlas de
alginato, y el tiempo de exposicion para maximizar la bioadsorcion de arsénico.
Considerando la capacidad de C. vulgaris para remover arseénico, seria valioso
evaluar su eficacia en la remocién de otros metales pesados, como plomo,
mercurio o cadmio, lo que podria ampliar su aplicabilidad en diferentes

contextos de biorremediacion.
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ANEXO 2

Informe del analisis quimico del agua durante la fase estacionaria del cultivo con C.

vulgaris
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ANEXO 3

Informe del andlisis quimico del agua durante la fase final del cultivo con C. vulgaris
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ANEXO 4

Anova para determinar el efecto de las repeticiones del Arsénico del agua

F gl1 gl2 p

ARSENICO 0,225 2 5,97 0,805

ANEXO 5

Anova para determinar el efecto de los tratamientos del Arsénico del agua

F gl1 gl2 p

ARSENICO 0,412 1 9,83 0,536

ANEXO 6

Anélisis de varianza para evaluar el efecto de los tratamientos, el tiempo y su

interaccion sobre el numero de capsulas
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Suma de Media p
Cuadrados 9' Cuadratica
Tratamientos 228,9 2 114,457 2991 <,001
Tiempo 657,3 8 82,160 214,7 <,001
Tratamientos ¢ Tiempo 88,6 16 5,540 145 <,001
Residuos 20,7 54 0,383
ANEXO 7
Analisis de varianza para evaluar el efecto de los tratamientos, el tiempo y su
interaccion en el diametro de las capsulas
Suma de I Media F
Cuadrados 9 Cuadratica p
Tiempo 8,096 8 1,0120 77,85 <,001
Tratamientos 9,623 2 4.8117 370,17 <,001
Tiempo * Tratamientos 0,416 16 0,0260 2,00 0,030

Residuos 0,702 54 0,0130
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ANEXO 8

Anélisis de varianza para determinar el efecto de las repeticiones, tiempo y su
interaccion sobre el crecimiento de C. vulgaris, cultivado con diferentes con diferentes

concentraciones celulares encapsuladas y un control

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Repeticiones 2 04 0,211 0,00 0,999
Error 45 17931,6 398,481
Total 47 17932,1

ANEXO 9

Anélisis de varianza para el efecto de los tratamientos, tiempo y su interaccion en el

crecimiento de C. vulgaris

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valorp
Tratamiento 1 1,38 1,38 1603,13 0,001
Tiempo 7 3,98 5,68 657,21 0,001
Tratamiento*Tiempo 7 2,05 2,94 34,01 0,001
Error 32 2,76 86

Total 47 1,80




