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Resumen

Evaluacion de la capacidad de remocidn de metal en especies

de algas aisladas de ambientes contaminados

Resumen

La contaminacion por metales ha incrementado en las ultimas décadas producto del
desarrollo industrial, lo que resulta especialmente peligrosos debido a su alta toxicidad y
naturaleza no biodegradable que provoca la acumulacion en el ambiente. El uso de cultivos
de algas unicelulares ha demostrado ser eficiente para la remocion de metales. La adsorcion a
la pared celular y la absorcion intracelular son algunas de las estrategias que presentan las
algas para reducir la toxicidad del metal. El objetivo de este trabajo fue estudiar la remocion
de Ni%* por medio de cepas algales aisladas de ambientes contaminados. Se realizaron
ensayos de remocion de Ni%* a distintas concentraciones de metal, dosis inicial de biomasa y
tiempo de contacto, asi como también se caracterizd el crecimiento de las algas. Se analizaron
8 cepas pertenecientes a los géneros Chlorella sp. y Scenedesmus sp. a 25y 55 mg L™ de
Ni2*, obteniendo eficiencias de remocion (E%) entre 75-100% y altas capacidades de
remocion (g). Fueron seleccionadas las tres cepas mas eficientes, RR6 (Chlorella sp.), RR8 y
P1 (Scenedesmus sp.) (E% > 91%) para determinar la concentracion 6ptima de biomasa, la
cual correspondid a 0.30, 0.47 y 0.24 g L para RR8, P1 y RR6, respectivamente. Las algas
analizadas mostraron una répida velocidad de remocion durante los primeros minutos de
ensayo, alcanzando valores maximos de g muy prometedores (141-190 mg g), a un tiempo
Optimo de 120 minutos para RR8 y de 24 horas para RR6 y P1. Estos datos indicarian que la
adsorcion parece ser el mecanismo predominante para la captacion de Ni?*. El estudio
cinético revel6 que los modelos de pseudo-segundo orden y Elovich ajustaron mejor para las
tres cepas. Los resultados obtenidos proporcionan importantes perspectivas sobre la potencial
aplicacion de estas cepas en el tratamiento de aguas residuales o lixiviados contaminados con
Ni2* a gran escala.
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Abstract

Evaluation of metal removal capacity in algae species isolated

from contaminated environments

Abstract

Metal environmental pollution has increased in recent decades as a result of the industrial
development, which is especially dangerous due to its high toxicity and non-biodegradable
nature. Unicellular algae cultures have shown to be efficient for metal removal. Cell wall
adsorption and intracellular absorption are some of the strategies displayed by algae to reduce
metal toxicity. The objective of this work was to study Ni?* removal using algae strains
isolated from contaminated environments. Ni?* removal tests were performed at different
initial metal concentrations, initial biomass dose and contact time. Also, algae growth was
characterized. Eight strains belonging to the genera Chlorella sp. and Scenedesmus sp. were
analyzed at 25 and 55 mg L™ of Ni?*, obtaining removal efficiencies (E%) between 75-100%
and high removal capacities (q). The three most efficient strains, RR6 (Chlorella sp.), RR8,
and P1 (Scenedesmus sp.) (E% > 91%) were selected to evaluate the optimal biomass
concentration, which was 0.30, 0.47 and 0.24 g L™ for RR8, P1 and RR6, respectively. Algae
strains showed a fast removal rate during the first minutes of the test, reaching very
promising ¢ values (between 141-190 mg g?), at an optimal time of 120 minutes for RRS,
and 24 hours for RR6 and P1. These data would indicate that adsorption seems to be the
predominant mechanism for Ni?* uptake. The kinetic study revealed that the pseudo-second
order and Elovich models fit well for the three strains. Results obtained in this study provide
important perspectives on the potential application of these strains in the treatment of
wastewater contaminated with Ni* on a large scale.
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Figura 13: Imagenes de microscopia de campo claro (aumento 1000X) de las algas seleccionadas. Cepas
aisladas del humedal natural del CTP (P) y del Rio Reconquista (RR). Scenedesmus sp.: P1 y RR8.
Chlorella sp.: RR6. Referencias: Espinas (E), Pirenoide (P), Cenobio (Ce), Restos de Pared Celular
(RP). (Microscopio Leica DM10000 LED, camara Leica ICC50 HD).........ccccvvveveeeierevese e, 54

Figura 14: Valores promedio de la eficiencia de remocidn porcentual (E%) de Ni?* en funcion de la cantidad de
biomasa algal en A. (g L) y en B. densidad celular (cel mL™). Condiciones de ensayo: 24 hs, 21
+0.1°C, fotoperiodo 12:12, agitacion manual, volumen: 10 ml, Co de Ni?*: 55 +2 mg L. Las barras
indican + desvio estandar. Las letras iguales indican que no hubo diferencias significativas (prueba de
TUKEY; 00 = 0.05, 8> D). ooieiiieiieieee e e 56

Figura 15: Valores promedio de eficiencia de remocion porcentual (E%) de Ni?* de los cultivos a lo largo de A.
3 hsy B. 48 hs de tiempo de contacto. Condiciones de ensayo: 24 hs, 21 +0.1°C, fotoperiodo 12:12,
agitacién manual, volumen: 10 ml, Co de Ni?*: 55 +1 mg L. Las barras indican + desvio estandar.
Las letras iguales indican que no hubo diferencias significativas (prueba de Tukey; a = 0.05, a > b).
Los analisis estadisticos se hicieron para cada cepa por separado, por lo que cada conjunto de letras
corresponde a una cepa (RR6: a,b,c / P1: g,h / RR8: d,,f)..eciviiiiiiiee e 58

Figura 16: Valores promedio de la eficiencia de remocidn porcentual (E%) de Ni?* de los cultivos a lo largo de
10 dias de tiempo de contacto. Condiciones de ensayo: 24 hs, 21 £0.1°C, fotoperiodo 12:12, agitacion
manual, volumen: 10 ml, Co de Ni?*: 55 +1 mg L. Las. Las barras indican * desvio estandar. Las
letras iguales indican que no hubo diferencias significativas (prueba de Tukey; a = 0.05, a > b). Los
analisis estadisticos se hicieron para cada cepa por separado, por lo que cada conjunto de letras
corresponde a una cepa (RR6: a,b,c/ PL: g,h / RR8: d,6,F)..cccviiiiiiiiciceeee e 59

Figura 17: Apariencia macroscépica de cultivos de las cepas P1 (los 3 viales empezando de la izquierda) y RR6
(los 3 viales empezando de la derecha) a 10 dias de ensayo en una solucién con una concentracion
INICIAl 08 55 MG L INIZF . 1ottt 60

Figura 18: Aplicacion lineal de los modelos cinéticos de (A) Pseudo-primer orden, (B) Pseudo-segundo orden,
(C) Elovich, para la remocion de Ni** a lo largo del tiempo en las cepas algales P1(O), RR6 (4) y
RIRS (). ..ttt ettt ettt b e b bR e b e R bt E e Rt R e R bR Rt et ket re bt reate s 61

Figura 19: Cinética de remocién de Ni%* en la cepa RR8 con el ajuste de los modelos cinéticos de PPO, PSO y
Elovich. Los puntos representan el valor promedio de la capacidad de remocién ‘g’ de Ni%* de los
cultivos de RR8 (®). Las lineas representan el ajuste de los diferentes modelos cinéticos. Las barras
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Figura 20: Cinética de remocién de Ni?* en la cepa P1 con el ajuste de los modelos cinéticos de PPO, PSO y
Elovich. Los puntos representan el valor promedio de la capacidad de remocién ‘q’° de Ni®* de los
cultivos de P1 (©). Las lineas representan el ajuste de los diferentes modelos cinéticos. Las barras
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Figura 21: Cinética de remocion de Ni?* en la cepa RR6 con el ajuste de los modelos cinéticos de PPO, PSO y
Elovich. Los tridngulos representan el valor promedio de la capacidad de remocion ‘g’ de Ni%* de los
cultivos de RR6 (£). Las lineas representan el ajuste de los diferentes modelos cinéticos. Las barras
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Figura A.1.1: Transformacién a logaritmo natural de Nx/No de P1 en funcién del tiempo. Rectas corresponden a
la fase exponencial de crecimiento. (A, B y C corresponden a las réplicas). Condiciones de ensayo:
fotoperiodo (12:12) 120 umol fotdn m2s, a 25 +2°C, agitacion constante a 110 rpm. ................... 104

Figura A.1.2: Transformacion a logaritmo natural de Nx/No de RR8 en funcion del tiempo. Rectas corresponden
a la fase exponencial de crecimiento. (A, B y C corresponden a las réplicas). Condiciones de ensayo:
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Figura A.1.3: Transformacion a logaritmo natural de Nx/No de RR6 en funcion del tiempo. Rectas corresponden
a la fase exponencial de crecimiento. (A, B y C corresponden a las réplicas). Condiciones de ensayo:
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Figura A.l. 4: Densidad celular promedio (cél mL™) y sumatoria progresiva de la tasa duplicaciones diarias
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Figura A.11. 5: Valores promedio de la capacidad de remocion ‘q’ de Ni?* de los cultivos de RR8 (@), P1 (©)
(Scenedesmus sp.) y RR6 (&) (Chlorella sp.) a lo largo de A. 3 hs, B. 48 hs, C. 10 dias de tiempo de
contacto. Condiciones de ensayo: concentracion inicial de 55 +1 mg L™ Ni?*. Las barras indican +
desvio estandar. Las letras iguales indican que no hubo diferencias significativas (prueba de Tukey; a
=0.05, a > b), Los analisis estadisticos se hicieron para cada cepa por separado. ..........cccccvervruennns 108
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Lista de Abreviaturas

CTP : Complejo Tecnol6gico Pilcaniyeu

IEDS : Instituto de Energia y Desarrollo Sustentable
CNEA : Comision Nacional de Energia Atdmica
CAB : Centro Atomico Bariloche

RR : Rio Reconquista

BBM-R : Bold Basal Medium — Reducido

p : Tasa de crecimiento exponencial

w2 : Duplicaciones diarias de biomasa

T, : Tiempo de duplicacion

A: Area

V : Volumen = Biovolumen

A/V : Relacién superficie / volumen

d : Didmetro

h: Altura

r: Radio

BST : Biomasa Seca Total

PSTU : Peso Seco Total Unitario

Co: Concentracion inicial (de metal)

E% : Eficiencia de remocidn porcentual

q : Capacidad de remocion

Qmax . Capacidad de remocién méaxima

0. : Capacidad de remocién estacionaria

g:: Capacidad de remocion en el tiempo ‘t’

Qeexp - Capacidad de remocion estacionaria experimental
PPO : Pseudo Primer Orden

PSO : Pseudo Segundo Orden

ki : Constante de velocidad de PPO

kz: Constante de velocidad de PSO

Qe.m1 : Capacidad de remocidn estacionaria calculada por modelo cinético de PPO

Qe.m2 : Capacidad de remocidn estacionaria calculada por modelo cinético de PSO
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. Introduccién

|.1.Contexto de la problematica: Contaminacion ambiental por metales y
biorremediacion

La contaminacion ambiental por metales® ha ido en aumento en las ultimas décadas producto
del incremento de la actividad industrial y el desarrollo tecnoldgico y urbano [3]. Diversas
industrias generan aguas residuales que contienen metales. En muchos casos, estos efluentes
son descartados en el ambiente sin ser adecuadamente tratados acumulandose
progresivamente en cuerpos de agua, suelos y sedimentos cercanos a zonas industriales y
mineras. Los metales son considerados unos de los contaminantes mas peligrosos debido a su
alta toxicidad, su naturaleza no biodegradable y su persistencia [4]. Esto provoca que se
acumulen en el ambiente y en los distintos eslabones de la cadena trofica (bioacumulacion),
afectando negativamente a los ecosistemas terrestres y acuaticos y generando efectos
adversos en maltiples organismos [5]. Por lo que, la contaminacion por metales representa

una amenaza para los seres vivos que alli habitan y para la salud publica. [6-9]

Los metales de mayor preocupacion, segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), son
el cadmio (Cd), cromo (Cr), cobalto (Co), cobre (Cu), plomo (Pb), niquel (Ni), mercurio (Hg)
y zinc (Zn). Los efectos que provocan estos metales sobre los sistemas vivos dependen de la
concentracion a la que estén expuestos y a su disponibilidad para los organismos. Algunos
metales, tales como el Cu, Co, Zn, Ni, manganeso (Mn) y hierro (Fe), en bajas
concentraciones juegan un papel importante en los procesos metabdlicos celulares de ciertos
organismos, por lo que son llamados micronutrientes 0 metales esenciales, y son toxicos a
concentraciones mayores [10,11]. De modo que, resulta de fundamental importancia
desarrollar estrategias para la eliminacion y/o reduccion de los niveles de metales a sus
limites permisibles en aguas residuales, asi como para la remediacion de ambientes ya

contaminados [12].

Los métodos convencionales para la eliminacion de iones metalicos toxicos emplean
tecnologias fisicoquimicas que incluyen el intercambio iénico, la precipitacion quimica, el

procesamiento de membranas, la adsorcion, entre otros. Sin embargo, estas aplicaciones

! Es importante aclarar que al referirnos a ‘metales’ se hace alusion a aquellos metales que representan una
preocupacion ambiental. Con frecuencia, en la bibliografia se mencionan como ‘metales pesados’, pero debido a
la controversia y la inconsistencia en el uso de este término [1,2] en el presente trabajo nos referiremos
simplemente a metales.
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tienen limitaciones tecnologicas y economicas. Las desventajas en el desarrollo de estos
procesos residen en su alto costo, consecuencia de un gran requerimiento energético y de la
utilizacion de grandes cantidades de reactivos quimicos, contaminacion secundaria por la
produccion de compuestos residuales dificiles de eliminar (lodo quimico tdéxico) y/o la
ineficacia que presentan especialmente al tratar soluciones con bajas concentraciones de
metales [12-14]. Teniendo en cuenta estas limitantes y que las normas de descarga de aguas
residuales son cada vez més estrictas, es imperativo el estudio de nuevas tecnologias que sean
eficientes, de bajo costo y con el requisito adicional de ser respetuosas con el medioambiente
[3,15,16].

El uso de microorganismos para la remediacion de metales ha ganado mayor atencion, ya que
ofrecen una alternativa practica y econdmicamente viable con respecto a los enfoques
fisicoquimicos tradicionales [17,18]. EI término biorremediacion se utiliza para describir una
variedad de sistemas que emplean organismos vivos para degradar, transformar y/o remover
compuestos toxicos contaminantes presentes en el agua, suelo y aire a productos metaboélicos
inocuos 0 menos toxicos [14]. Algas, bacterias, hongos y plantas son algunos de los seres
vivos utilizados para los procesos de biorremediacién. Dentro de estos organismos, las algas
han mostrado ser sumamente eficientes para la remediacién de metales [5,15]. La
ficorremediacion [19] es un area dentro de la biorremediacion que se centra en el uso
especifico de algas como agentes remediadores de diversos contaminantes [20]. La
comunidad cientifica ha centrado su interés particularmente en las algas unicelulares debido a
sus multiples aplicaciones, como lo es el tratamiento de aguas residuales, y los beneficios que

ofrecen con respecto a otros organismos [14,21,22].

El uso de algas unicelulares para la remediacion presenta numerosas ventajas. Entre ellas se
encuentran la facilidad y el bajo costo de cultivo, consecuencia de sus altas tasas de
crecimiento y bajos requerimientos nutricionales en comparacion con otros organismos [23],
ademas, al ser organismos fotosintéticos, no necesitan la adicion de carbono organico para su
crecimiento [14]. Sumado a esto, han demostrado ser particularmente eficientes para la
remocion de metales en efluentes con bajas concentraciones de los mismos (<100 mg L), en
los cuales los métodos tradicionales se tornan ineficientes [24,25]. En este sentido, son una
alternativa ideal para tratar grandes volimenes de aguas residuales industriales complejas con
baja concentracién de metal, pero lo suficientemente alta para superar los limites toxicos

[3,7]. En contraste con los métodos tradicionales, las algas no producen lodos téxicos y son
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activas en un amplio rango de condiciones fisicoquimicas [26]; y, a diferencia de los hongos
y las bacterias, suelen no sintetizar sustancias toxicas [6,23,27,28]. Diferentes investigaciones
han mostrado que las algas tienen una mejor capacidad de remocion para metales como Cd,
Ni, Zn, Co y Pb que otros tipos de biomasa (bacterias y hongos) probados [29,30]. Esto se
debe a que poseen una buena afinidad de union por los iones metélicos, dada por su
relativamente alta superficie especifica y su carga neta negativa en la pared celular [16]. De
igual importancia, los metales adsorbidos en la superficie celular pueden ser desorbidos
mediante la aplicacion de eluyentes como HCI, HNOs, NaOH, CaCl,, entre otros,
posibilitando asi, la reutilizacion de la biomasa y la recuperacion de los metales con alto valor
comercial [31,6]. Por ultimo, las algas muestran una ventaja economica adicional ya que la
biomasa, luego de un proceso de desorcion, puede utilizarse para otras aplicaciones
innovadoras como, por ejemplo, la produccion de biocombustibles [14,21,22].

I.2.Algas unicelulares: Caracteristicas generales y remocion de metales

Las algas unicelulares comprenden un amplio y diverso grupo de microorganismos
fotosintéticos que se encuentran mayormente en ambientes acudticos, tanto de agua dulce
como salada [32]. Son un grupo polifilético, lo que hace que exista una gran variedad de
algas con caracteristicas diversas [33]. Desde el punto de vista biotecnoldgico, esto cobra
gran importancia porque las algas poseen capacidades muy variadas para crecer en diferentes
condiciones de cultivo, siendo generalmente organismos resistentes y de facil adaptacion a
condiciones ambientales adversas. Esto permite su aplicacion en distintos procesos de

biorremediacion [26,34].

El crecimiento de las algas se ve afectado por multiples factores. EI medio de cultivo, la
temperatura y el pH del medio, la intensidad y el tipo de luz a la que estan expuestas, la
velocidad y el modo de agitacion, la disponibilidad y concentraciéon de nutrientes [35], la
densidad celular del cultivo y la concentracion de exudados toxicos son algunos de los
factores mas importantes a tener en cuenta [11]. Todos estos pardmetros impactan sobre la
tasa de crecimiento del alga que determina directamente la concentracion de biomasa, lo cual
influye, a su vez, en la capacidad de remocion. Acoplado a esto, diversos estudios han
mostrado que el proceso de remocion muestra grandes variaciones en funcion de la fase de
crecimiento de las algas [15], revelando ser més efectivo durante la fase de crecimiento

exponencial [36].
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Los metales presentes en aguas residuales a menudo se hallan bajo una variedad de formas
quimicas, como iones libres o acomplejados con ligandos organicos e inorganicos y
adsorbatos en fases particuladas. Sin embargo, los iones metéalicos libres son la forma
biodisponible y también suele ser la mas tdxica para los seres vivos en general [35]. La
concentracion de iones libres esta determinada principalmente por la presencia de ligandos y
el pH del medio, el cual impacta en la especiacion de los metales en solucion [37]. Una
reduccion en la biodisponibilidad del metal afecta negativamente el proceso de remocidon del
mismo por parte de las algas. Adicionalmente, cualquier proceso que acelere la
transformacion a formas unidas de los iones metélicos conduce a una reduccion de su
biodisponibilidad, tal y como sucede cuando se unen a la pared celular del alga y/o son
captados hacia el interior celular, lo que en consecuencia disminuye los efectos v,
eventualmente, la toxicidad para los seres vivos [11].

1.2.1.Mecanismos de remocion y factores que influyen en la remocion

Las algas presentan diversas adaptaciones y mecanismos de tolerancia a la toxicidad de los
metales del medio. La captacion de metales por parte de las algas se da por biosorcién, que es
un proceso complejo que combina tanto mecanismos activos como pasivos (Figura 1).
Generalmente se desarrolla como una via de dos etapas: la primera etapa consiste en una
adsorcion inicial rapida que ocurre en la superficie celular tanto de células vivas como no
vivas (Figura 1.A). Seguido de una segunda etapa que comprende la captacion intracelular, es
decir, la absorcion de los metales (Figura 1.B), también llamado bioacumulacion [38]. Este es
un proceso mucho mas lento, que implica el transporte mediado por proteinas a través de la
pared y membrana celular hacia el citoplasma, con posterior unién a compuestos
intracelulares como fitoquelatinas y metalotioneinas y/o eventual acumulacion en vacuolas

[15]. Esta etapa ocurre solo en células vivas. [11,14]
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Figura 1: Procesos de biosorcion de metales en solucion en algas unicelulares. A. Mecanismos involucrados en
la adsorcion de iones metélicos: adsorcién fisica, intercambio i6nico, complejacion y precipitacion. B.
Mecanismos de absorcion de cationes metalicos (Me™) al interior celular por medio de proteinas
transportadoras con posterior unién a fitoquelatinas (FTs), metalotioneinas (MTs) y/o acumulacién en vacuolas.
Mecanismos de adsorcion extracelular por unién a grupos funcionales de la pared celular. Referencias: Agente
Precipitante (AP), Metal precipitado (MPs)), Protones (H*) (Los protones fueron utilizados como ejemplo de
ion intercambiable). Las flechas grises indican procesos. (Dibujo adaptado y modificado a partir de [14]).

La capacidad que presentan las algas para adsorber metales se atribuye a la presencia de
diferentes tipos de grupos funcionales en la superficie celular. La adsorcién es un mecanismo
de defensa importante que permite que las algas toleren altos niveles de metales toxicos en el
medio circundante. La pared celular es la primera barrera para la captacion de iones metalicos
y tiene por objetivo evitar el ingreso de los mismos al interior celular. La pared consiste
principalmente en polisacéridos, proteinas y lipidos que contienen grupos funcionales tales
como carboxilo, hidroxilo, fosfato, amino y sulfhidrilo. Estos confieren una carga negativa
neta en soluciones a pHs superiores a 3 - 4, aportando una alta afinidad de union por los
cationes metalicos. Mientras que a pHs bajos (< 2) los grupos funcionales se encuentran
protonados y la carga superficial celular neta es positiva [9,17,39]. La adsorcion involucra
varios procesos que participan en la union del metal a la superficie celular entre los que se
encuentran la adsorcion fisica, el intercambio idnico, la complejacion, la precipitacién y la
quelacién (Figura 1.A). Estos procesos tienen lugar a microescala. La complejidad en la
composicion de la superficie celular de las algas hace posible que varios mecanismos operen
simultaneamente y en diferente medida dependiendo de diversos factores [11,14,40]. Aunque
en la gran mayoria de los estudios la adsorcion se evalla como un mecanismo general que
omite estos procesos individuales [41,42], es sabido que el intercambio i6nico es el
mecanismo de adsorcion de metales dominante por la biomasa de algas [15,43].
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Las algas pueden presentar otras estrategias para reducir el efecto toxico de los metales. Tales
como el cambio de estado de oxidacion del metal, convirtiéndolo en una forma menos toxica,
o la precipitacion de complejantes metalicos insolubles por la produccion de sustancias
poliméricas extracelulares (EPS). También se han visto estrategias como la aglutinacién con
compuestos organicos secretados hacia el medio extracelular para reducir la biodisponibilidad
y bioacumulacion de los iones metélicos [44], bombas de eflujo impulsadas por energia que
mantienen bajos los niveles en el interior celular, metilacion enzimética, entre otros

mecanismos [11].

Es importante destacar que estos mecanismos varian de acuerdo con la especie algal y el
metal trabajado, y las condiciones predominantes del medio (pH, temperatura, etc.) [45]. Un
ion metalico puede exhibir una interaccion selectiva con una cepa especifica [15]. Esto se
debe a que la composicion y el area de superficie de la pared celular varia entre algas, y por
consiguiente, la distribucion, la abundancia relativa de los grupos funcionales y la densidad
de carga superficial difieren, lo que establece su capacidad de adsorcion [46]. La capacidad
de remocion también se ve afectada por otros factores como las especies quimicas de los
metales presentes y las concentraciones de los mismos [47], la existencia de otros iones en la
solucion que pueden competir por los sitios de unién con los iones de interés, la fuerza ionica,
el tiempo de contacto; y factores intrinsecos de la biomasa, como el pretratamiento de las
células, el estado de la biomasa (viva 0 muerta) y la concentracion de biomasa algal utilizada
[17,37,46]. Ademas, es primordial tener en cuenta que la presencia de materia organica,
acidos hamicos, acido falvico y tetracetato de etilendiamina (EDTA) en la solucion pueden

complejarse con los iones metalicos dejandolos no biodisponible [26].

La concentracion de biomasa algal influye fuertemente en la capacidad de remocion. La
remocion suele aumentar con el incremento de biomasa, lo que puede atribuirse a una mayor
superficie de contacto, con un mayor nimero de sitios de union de metales disponibles [12].
No obstante, se puede registrar una disminucién en la remocién a altos niveles de biomasa.
Esto se debe a su agregacion, lo que reduce la superficie efectiva disponible y la accesibilidad
de los grupos de union para los iones metalicos por una disminucién de la distancia promedio
entre los sitios de adsorcion. A su vez, al trabajar con células vivas, la generacion de efectos
de sombreado reducen el crecimiento algal [11]. Por lo tanto, aumentar el nivel de biomasa

solo es factible hasta cierto punto con el fin de obtener una mejor remocién [26].
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1.2.2.Tiempo de contacto y modelos cinéeticos

El tiempo de contacto juega un papel vital en la interaccion de los iones metalicos con los
sitios adsorbentes de la superficie del alga y en la captacion intracelular, por lo que su estudio
es muy importante [12]. La cinética de remocion refiere a la variacion en el tiempo de las
concentraciones de iones metalicos en la solucién y en la biomasa algal, ya que tanto la
adsorcion como la desorcion son fenomenos dependientes del tiempo [48]. A la hora de
aplicar procesos biotecnologicos para remediacion ambiental es imprescindible realizar la
caracterizacion de la cinética, debido a que se deben ajustar los tiempos de contacto
correctamente para obtener la maxima remocion en el menor tiempo posible. El estudio
cinético permite determinar la velocidad de remocion del metal, estableciendo el tiempo
necesario para que el sistema llegue a un estado estacionario entre la concentracion de iones
metalicos en la superficie de la biomasa y en la solucién circundante [13,25]. La velocidad de
remocion es un factor esencial en el disefio de reactores y en el proceso de optimizacion en la
industria, ya que la cinética del sistema determina el tiempo de retencién de la biomasa y las

dimensiones del reactor [7,49].

La remocion de metales en solucion por parte de la biomasa algal es un proceso complejo que
implica pasos sucesivos de difusion masiva, transferencia de masa externa, difusion
intraparticula y reacciones con los sitios de union de metales [25,50]. Tanto los procesos de
difusion como los procesos quimicos pueden afectar la velocidad de reaccion, por lo que las
etapas mas lentas son aquellas que terminan determinando la velocidad del proceso global de
biosorcidn [51]. La interpretacion por medio de modelos cinéticos proporciona una idea de
los mecanismos fisicos y/o quimicos que permiten explicar la reaccién y dilucidar cuéles son
las etapas que controlan la velocidad [52]. Entre los modelos mas ampliamente usados para la
interpretacion de los datos experimentales del proceso de biosorcién se pueden mencionar la
ecuacién de pseudo primer orden (PPO) propuesta por Lagergren [53], la ecuacion de pseudo
segundo orden (PSO) propuesta por Ho [54] y la ecuacion de Elovich propuesta
originalmente por Zeldowitsch [55]. [49,52,56,57]

1.2.3.Antecedentes: Aplicacion de algas en procesos de remocion de metales.

La capacidad de las algas para remediar una variedad de contaminantes se ha reconocido
desde hace muchos afios. Se han estudiado una amplia diversidad de algas que muestran

eficiencias de remediacion muy prometedoras, tanto en medios formulados como en aguas
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residuales [14]. Muchas especies de algas han mostrado ser particularmente aptas para la
remocion de metales, entre ellas se destacan: Chlorella vulgaris, Scenedesmus obliquus,
Chlamydomonas reinhardtii, Desmodesmus pleiomorphus, Dictyosphaerium chlorelloide,
Parachlorella kessler, Spirogyra spp., Chlorococcum spp. [11,26,37,43,56].

La remocion de metales divalentes como Pb?*, Ni?*, Cu**, Hg%*, Cd?*, Zn** ha revelado
resultados satisfactorios utilizando las especies C. reinhardtii, Chlorella miniata y C.
vulgaris. Los cationes trivalentes (Fe®*, Cr®*) y hexavalentes (Cr®*) también se han removido
utilizando C. vulgaris, C. miniata y Spirulina platensis [30]. Por ejemplo, algas unicelulares
de la especie C. reinhardtii fueron utilizada para la remocion de Pb?*, Cd* y Hg?* de
soluciones acuosas con una concentracion inicial de 100 mg L, logrando remover un 72.2,
426 y 96.3 mg g?, respectivamente [46]. Por otro lado, una cepa de la especie D.
pleiomorphus, aislada de un sitio contaminado, mostré una remocion maxima de 83.1 mg g*
de Zn?* y 58.6 mg g de Cd?* de forma independiente a partir de una solucion de medio
formulado con 300 mg L de metal [58]. Mismo asi, Zhou y colaboradores probaron la
remediacién de un efluente de la industria textil utilizando C. reinhardtii, S. obliquus,
Chlorella pyrenoidosa y C. vulgaris. Estas 4 especies fueron capaces de remover AI**, Ag**,
Ault, Fe**, Hg?*, Mn?* y Zn?* en mas de un 50%, mientras que para As®*, Cr®*, Cd?*, Co®*",
Ni2*, Pb** y Sn* la eficiencia fue menor al 50% [59]. Otro trabajo con resultados
prometedores fue llevado a cabo por Garcia-Balboa et al., este grupo identifico 3 especies de
algas: Chlamydomonas cf. fonticola, C. reinhardtii Dangeard y D. chlorelloides en estanques
mineros con elevados niveles de uranio y de otros metales. Dichas algas fueron capaces de
adsorber y bioacumular U** y, por lo tanto, podrian emplearse para descontaminar aguas de
drenajes mineros [60]. Mientras que otros autores estudiaron una cepa de Chlorococcum
aquaticum aislada de agua contaminada con Pb?*, para la remediacion de este metal desde
soluciones acuosas. Estos autores reportaron una capacidad de remocion de 500 mg g*
trabajando con una solucién con 100 mg L de Pb?*. Debido a estos resultados, proponen
emplear a esta cepa como un remediador de bajo costo para remover una amplia gama de

concentraciones de Pb?* de aguas residuales [34].

Los generos Chlorella spp. y Scenedesmus spp. se encuentran dentro de los mas empleados
como modelos para explorar la remocion de metales. Esto se debe a su amplia gama de
tolerancia para distintos iones metalicos [26], siendo su aplicacion muy util en el tratamiento
de Co®, Cu?*, Pb?*, Zn?*, Cd**, Au* y Ni?* [43,61-63]. Tanto Scenedesmus spp. como
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Chlorella spp. suelen propagarse y crecer bien en sitios contaminados y en otros cuerpos de
agua superficiales, por lo que presentan una ventaja adicional [64,65]. Diversos estudios se
han llevado a cabo con estas algas, y demostraron la capacidad y versatilidad de ambos
géneros en la remocion de metales en soluciones formuladas y en efluentes industriales
varios. Por ejemplo, Hammouda et al. expusieron el crecimiento de Chlorella sp. en aguas
residuales mixtas domésticas-industriales, donde se encontré un alto rendimiento de
remocion de Ni?* (99.5%), Mn?* (73.2%), Fe?* (92.2%), Cu®* (54.5%), Zn?* (51.4%), Cr®*
(56.3%), M0®* (99.7%), AIP* (98.8%), Si** (48.5%), V3" (100%), Ti** (100%) y Sr?* (41.9%),
manifestando ser una técnica poderosa para la eliminacion de estos metales en aguas
residuales [66]. En otro estudio, se utilizd biomasa seca de C. vulgaris en efluentes de la
industria de galvanoplastia y galvanizacion con un contenido de 147 mg L de Cr®. Los
resultados revelaron una capacidad de remocion de 63.2 mg g, y una eficiencia de remocion
del 81.3%, lo que sugiere que la biomasa de esta alga podria considerarse un remediador
prometedor y de bajo costo para la eliminacion de Cr®* en este tipo de efluentes [67]. En un
trabajo realizado por Ferraro et al., probaron la remocion de Zn?* por medio de una cepa de
Chlorella sp. aislada de aguas residuales de una granja aviar, donde encontraron eficiencia de
remocion de 66.4% y 44.6% en un medio formulado con 25 y 125 mg L* de zZn?,
respectivamente [36]. Uno de los pocos trabajos realizados a escala piloto fue llevado a cabo
en la India por Rao et al.; estos investigadores utilizaron una cepa de C. vulgaris aislada del
propio efluente en el tratamiento de las aguas residuales de una fabrica de cuero, a través de
un sistema de piletas de 200 litros. C. vulgaris mostré una mayor eficiencia en la remocion de
metales en la planta piloto que a escala de laboratorio, obteniéndose valores de vuelco para la
mayoria de los contaminantes [68]. Por su parte, Scenedesmus quadricauda fue probada para
la remocion de una variedad de iones metalicos en soluciones formuladas con 40 mg L™ de
metal, mostrando capacidades de remocion de 52.3, 73.4, 28.4, 24.4, 64.2, 60.0 mg g* para
Co?*, Cr¥, Pb?*, Cd?*, Ni?* y Mn?*, respectivamente [69]. Otro estudio evalu6 el saneamiento
de aguas residuales de curtiduria utilizando Scenedesmus sp. aislada de un habitat local. Los
resultados a escala de laboratorio revelaron que la biomasa de algas redujo la carga de
metales en un 81.2-96% Cr®*, 73.2-98% Cu?*, 75-98% Pb?* y 65-98% Zn?* durante el periodo
de crecimiento. Estos efluentes soportaron una densa poblacion algal, convirtiéndolo en un

medio de crecimiento potencial para la produccion de biomasa para su remediacion [70].

Las cepas algales utilizadas con fines de remediacion pueden ser nativas o aisladas de otros

lugares y transferidas al area contaminada que se desea sanear [26]. Las cepas aisladas de
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poblaciones naturales tienen mas probabilidades de establecerse y prosperar, ya que se
encuentran mas adaptadas a las condiciones ambientales predominantes, como es el caso de
las especies de algas aisladas de sitios contaminados con metales [34]. Adicionalmente, se ha
Vvisto que cepas aisladas de sitios contaminados han demostrado una mayor capacidad para
remover metales que otras cepas pertenecientes a la misma especie aisladas de lugares sin
contaminacion o correspondiente de una coleccion ya establecida. Esto puede atribuirse a que
han desarrollado una ventaja adaptativa debido a la presion medioambiental [9,11,71]. En
muchos casos, las cepas aisladas de sitios contaminados no son bien conocidas, por lo que su

estudio puede ser importante para el progreso cientifico y tecnologico [72].

I.3.Contaminacion por metales: Situacion nacional y regional

En Argentina, las principales fuentes de contaminacion de los cursos de aguas naturales estan
constituidas por los basurales a cielo abierto y por los vertidos de efluentes industriales y
cloacales sin o con escaso tratamiento. Un ejemplo de ello es la cuenca del Rio Reconquista
que en la actualidad ha alcanzado altisimos niveles de contaminacion (Figura 2.B y C). Por su
ubicacion geografica, la cuenca recibe varios arroyos tributarios previamente contaminados y
se halla sujeta a la contaminacion por la actividad antropogénica del Gran Buenos Aires. La
contaminacion es de origen mixto, abarcando desde residuos de sustancias de uso
agropecuario, efluentes y residuos domiciliarios y efluentes industriales [73,74]. Estudios
fisicoquimicos desarrollados en la cuenca indican altos niveles de fosfatos, fenoles, demanda
quimica de oxigeno y metales como Zn, Cr, Ni y Pb [75,76]. Los metales suelen quedar
retenidos y ser acumulados en los sedimentos del rio, convirtiéndolo en un importante
sumidero y reservorio para los mismos [77]. A su vez, estos metales pueden ser liberados
nuevamente al curso de agua cuando las condiciones fisico-quimicas del medio se ven
modificadas [78,79].

Por otro lado, en la region patagonica, mas especificamente en provincia de Rio Negro, se
encuentra el humedal natural del Complejo Tecnoldgico Pilcaniyeu (CTP) (Figura 2.D y E).
El humedal exhibe anormalidades en la presencia y/o distribucién de Ni y U, producto de la
actividad industrial desarrollada afios atras en la planta de enriquecimiento de uranio
dependiente de la Comision Nacional de Energia Atomica (CNEA), por lo que requiere de
saneamiento. Cabe mencionar que, de acuerdo con lo requerido por la Secretaria de Ambiente
de la provincia de Rio Negro, la CNEA esta llevando adelante un proyecto de remediacion y

restitucion de dicho humedal siendo el laboratorio de bioenergia y procesos de
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biorremediacion del Instituto de Energia y Desarrollo Sustentable (IEDS) el encargado de la

etapa de remocion de metales desde lixiviados.
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Figura 2: A. Ubicacién de los sitios de aislamiento de las cepas de algas unicelulares utilizadas en el presente
estudio. B. Imagen de la cuenca del Rio Reconquista, provincia de Buenos Aires. C. Imagen satelital del Rio
Reconquista. (Referencias: trayecto marcado con trazo color amarillo. Sitio de muestreo indicado con simbolo
de ubicacidn rojo situado en canal José Ledn Suérez, zona de la comuna General San Martin.) D. Imagen
satelital del Complejo Tecnolégico Pilcaniyeu (CTP). (Referencias: Humedal del CTP marcado en amarillo;
Planta de tratamientos de liquidos cloacales (PTLC) marcado con punto rojo). E. Imagen del predio del CTP.
Imagen B tomada de [80]; Imagen E tomada [81]; Imagenes satelitales adaptadas de [82]

En las aguas y sedimentos de estos sitos existen una gran variedad de microorganismos, entre
los que se encuentran distintas especies de algas microscopicas que soportan un alto grado de
contaminacion. Por lo que aislar, identificar y caracterizar cepas con potencial para
remediacion es de especial interés para desarrollar un método alternativo para el saneamiento

de aguas y sedimentos.

El presente trabajo se llevo a cabo utilizando biomasa de algas unicelulares, aisladas de
sedimentos de los sitios antes mencionados, para evaluar la capacidad de remocion de niquel
(Ni?*) [83]. Las algas aisladas fueron identificadas como Scenedesmus sp. y Chlorella sp.,
pertenecientes a la division Chlorophyta, llamadas coloquialmente ‘algas verdes’. Las
cloroficeas son una division extremadamente variada, con diferenciaciones somaéticas

importantes, que van desde unicelulares hasta complejos talos multicelulares [84]. Ambos

21



Introduccion

géneros aislados se caracterizan por ser algas microscopicas unicelulares, practicamente
ubicuas. EI género Chlorella sp. tiene un habito unicelular cocoide con forma esférica
[30,85]. Mientras que Scenedesmus sp. puede existir como unicelular, o disponerse en
agregados celulares llamados cenobios, dependiendo de las condiciones ambientales. Los
cenobios poseen un numero de células definido dispuestas de forma especifica,
encontrandose en multiplos de dos, siendo lo mas comudn encontrar de cuatro u ocho células
[86]. Puede haber presencia de prolongaciones de la pared celular, llamadas espinas o
espiculas, que se hallan en las células de los polos del cenobio [87].

I.4.Niquel: Caracteristicas, contaminacion, normativas

El niquel (Ni) es un metal de transicion que puede existir en diversos estados de oxidacion
(+1, +2, +3, +4), aunque en medios acuosos su forma de cation divalente (Ni%") es la
predominante y generalmente se considera la méas tdxica. Mismo asi, pueden estar presentes
otras formas del Ni segun el pH, temperatura y la presencia de agentes complejantes que
influyen en el estado de oxidacién, la toxicidad y la biodisponibilidad en los diversos
ecosistemas. Los medios acuaticos no contaminados suelen contener bajas concentraciones
de Ni, producto de la degradacion de rocas y suelos, y de la deposicion atmosférica. Aunque
existe una amplia variacion en la cantidad de Ni total presente en el ambiente dependiendo de

la zona que se evalue [88,89].

El Ni es uno de los metales mas ampliamente utilizados en la industria. Se encuentra con
frecuencia en los efluentes de actividades mineras, en la metalurgia del Ni, la galvanoplastia
y en la produccion de acero inoxidable y otras aleaciones resistentes a la corrosion. Otros
usos comunes son como catalizador, en baterias de Ni-Cd, monedas, productos de soldadura,
en la formulacién de ciertas pinturas y pigmentos, productos electronicos, entre otros. Todos
estos procesos producen efluentes con cantidades elevadas de Ni?* [12,40,88].

El contacto a concentraciones de Ni que excedan su nivel critico puede provocar
enfermedades que van desde problemas graves de pulmén y rifion, dermatitis cutanea,
trastornos gastrointestinales, problemas neurolégicos, y, a su vez, el Ni es reconocido como
cancerigeno humano [90-93]. En este sentido, se debe tener especial consideracion en el
cumplimiento de las regulaciones de las normativas de descarga en efluentes y de la

concentracion presente en el ambiente circundante.
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Algunos de los valores guia en la regulacion de la exposicion al Ni se enumeran a
continuacion: El valor de ingesta diaria tolerable (IDT) de Ni en humanos es de 12 pg kg™ de
peso corporal en pacientes en ayunas [94] y la concentracidn méxima permitida de Ni en
agua potable esta definida en 0,02 mg L. Por su parte, los niveles guia de calidad de agua
para proteccion de vida acuatica en agua salada, dulce y salobre superficial fueron
establecidos en 7, 25 y 100 pg L™ de Ni total, respectivamente; y los niveles guia de calidad
de suelos para suelos residenciales, agricolas e industriales en 100, 150 y 500 pg g™ peso
seco, respectivamente [95,96]. En cuanto a las normas de descarga de efluentes industriales
que rigen en Argentina, el limite maximo permitido para la descarga de Ni en la tierra y
cursos de aguas superficiales y subterraneas es de 0.1 mg L [97], por su parte, los efluentes

de mineria no pueden superar los 0.5 mg L™ de Ni [95,96,98].

1.5.0Dbjetivos

1.5.1.0bjetivo General

El objetivo general de este trabajo es caracterizar la capacidad de remocion de metal de cepas
de algas unicelulares aisladas de ambientes contaminados con el fin de desarrollar un método

alternativo de remocién de metales de efluentes y cursos de agua contaminados.

1.5.2.0bjetivos Especificos

1. Evaluar la eficiencia y la capacidad de remocion de niquel (Ni?*) de cepas de algas
unicelulares (Chlorella sp. y Scenedesmus sp.) aisladas de sitios contaminados.

2. Caracterizar el crecimiento de las cepas que presenten las mejores eficiencias de
remocion de Ni?*.
Caracterizar el efecto de la cantidad de biomasa de algas sobre la remocion de Ni?*.

4. Realizar cinéticas de biosorcion de Ni%*.
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1. Materiales y Métodos

El desarrollo de este trabajo se llevo a cabo en el laboratorio de Bioenergia y Procesos de
Biorremediacién del Instituto de Energia y Desarrollo Sustentable (IEDS) de la Comisién
Nacional de Energia Atdmica (CNEA), ubicado en el Centro Atomico Bariloche (CAB) y
bajo el marco del proyecto de remediacion del humedal natural del predio del Complejo

Tecnoldgico Pilcaniyeu (CTP), el cual pertenece a una instalacion de CNEA.

I1.1.Medio de cultivo

El medio de cultivo utilizado, tanto para el crecimiento de las cepas como para el desarrollo
de los ensayos de remocion, fue Bold’s Basal Medium reducido (BBM-R) (Tabla 1)
[33,99,100]. EI medio se modificé debido a que la presencia de EDTA interfiere con el
proceso de remocién ya que puede actuar como complejante con los iones metalicos,
disminuyendo asi su biodisponibilidad en la solucion [35,42,101,102].

Para los cultivos en medio semi-sélido se adiciond 1% de agar bacteriol6gico.

Tabla 1: Contenido de nutrientes del medio de cultivo Bold’s Basal Medium (BBM) [99,100] reducido en Zn y
sin EDTA (BBM-R).

Componentes Solucion Stock (g Lt Cantidad ~ Concentracion en medio
de H20 destilada) (mLLY)  final (mM)

NaNO3 25.00 5 2.94

CaClz 2H.0 2.50 5 0.17

MgSO4 7H20 7.50 5 0.30

K2HPO4 7.50 5 0.43

KH2PO4 17.50 5 1.29

NaCl 2.50 5 0.43

Solucién Acida de Hierro 4.98 1 0.018

FeSO4 7 H20,H2S04

Solucion de Boro 11.42 1 0.185

H3BO3

Solucién de Metales Traza: 1 Concentracion (uM)

ZnS0O4 7H20 0.023 0.079

MnCl; 4H.0 1.44 7.28

MoOs 0.71 4.93

CuS045H0 1.57 6.29

Co(NOs3)2 6H20 0.49 1.68
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I1.2.Mantenimiento y crecimiento de los cultivos algales

Las cepas fueron cultivadas en un sistema batch (por lote) en matraces Erlenmeyer de 250
mL con 100 mL de medio de cultivo liquido y estéril (BBM-R). Los cultivos se mantuvieron
en incubador bajo condiciones controladas de luz y temperatura. Se expusieron a un
fotoperiodo de 12:12 horas de intervalo luz-oscuridad a 82 pmol foton m2s?* con lamparas
fluorescentes de luz blanca fria (Lampara Philips 30 W). La temperatura de cultivo fue de
21.0 £1°C, con agitacion permanente a 110 rpm. Los recipientes se rotularon con el nombre
de la cepa (sitio de origen + numero de cepa), la fecha de inoculacion y el tipo de medio de

cultivo.

La transferencia de los cultivos a medio fresco se realizé de forma rutinaria cada 7-14 dias,
dependiendo de la tasa de crecimiento de cada cepa, con el fin de mantener los cultivos en un
estadio de crecimiento exponencial. Las inoculaciones se hicieron en atmosfera estéril bajo
campana de flujo laminar, previamente esterilizado con luz UV de 28 W por 20 minutos. A

su vez, el area donde se efectud la transferencia se limpié previamente con etanol 70%.

Para controlar que los cultivos estuvieran libres de contaminacion con otros microorganismos
se realizo la técnica de tincion con azul de metileno [103] cada 15-20 dias. Para esto, se
colocaron 15 puL del cultivo en un portaobjetos, esparciéndolo de forma tal para que quede
una pelicula delgada y se dejé secar bajo flujo laminar. Luego, se procedio a fijar por llama el
material con la pelicula hacia arriba, y se agregdé una gota de azul de metileno al 0.1% para
que cubriera todo el material fijado, dejandolo actuar por 2 minutos. Se lavo el portaobjeto
con abundante agua destilada y, por ultimo, se observo al microscopio (Leica DM1000 LED)
en objetivo de inmersion 100x correspondiente a un aumento de 1000 veces, para evaluar la

presencia de bacterias.

Para asegurar que el material utilizado, tanto para el crecimiento de las cepas como para el
desarrollo de los experimentos, estuviese libre de metales traza, fue lavado con HNOs al 10%
dejandolo actuar por 20 minutos, luego se enjuagé mdultiples veces con agua destilada vy,

finalmente, se llevé a autoclave para esterilizarlo previo a su uso.

11.3.Caracterizacion del crecimiento

Se realiz0 la caracterizacion del crecimiento de las cepas seleccionadas mediante el recuento
celular. Para caracterizar el crecimiento de cada cepa se usaron cultivos unialgales y

axénicos. Las algas se cultivaron en un sistema cerrado en matraces Erlenmeyer de 500 ml
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con 170 ml de medio de cultivo BBM-R. Los cultivos se iniciaron con un inéculo de 1x10°
cél mL? para cada una de las cepas. Los matraces se colocaron en agitador magnético a
velocidad media en un incubador provisto por lamparas fluorescentes de luz blanca fria
(Lampara philips 30 W) a 120 umol foton m2s, expuestos a un fotoperiodo de 12:12 horas
de intervalo luz-oscuridad y a temperatura ambiente (25.5 + 2°C). El aumento de la densidad
celular se midié regularmente por medio de recuento celular hasta llegar al estadio
estacionario de crecimiento. Para esto se utilizd hematocitometro Neubauer de 0.1 mm de
profundidad y un microscopio compuesto (Leica DM10000 LED). El ensayo se realiz6 por

triplicado para cada cepa algal.

Se calcularon parametros productivos tales como la tasa de crecimiento especifica en la fase
exponencial (1) (Ec. (1)) y el tiempo de duplicacion (T2) (Ec. (2)) segin Vega et al. [72]
(Seccion 11.3.1). Mismo asi, se establecid la densidad celular maxima alcanzada para cada

cultivo y se evalud la duracidon de las diferentes fases de crecimiento.

Adicionalmente, se determind para el estadio de crecimiento exponencial de la curva el valor
de peso seco, de modo tal de poder correlacionar las variables de densidad celular y peso

seco. Ver detalles de la determinacién en la seccion 11.3.2..

11.3.1.Parametros de productividad
11.3.1.1. Tasa de crecimiento (w)

La ecuacion utilizada para calcular la tasa especifica de crecimiento de la poblacion (n) fue la

siguiente [104]:

_ In (Nx/No)
H= At 1)

Donde

- pes lavelocidad de crecimiento poblacional (dia™).

- Nx Yy No es la densidad celular en el tiempo ‘x’ y en el tiempo cero, respectivamente (cél
mL™).

- At = (ix -1o), es el intervalo de tiempo transcurrido en dias.
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Debido a que las algas unicelulares se reproducen generalmente por division binaria, p se
puede obtener directamente como el numero de divisiones celulares o de duplicaciones
diarias de biomasa (l12). Esto se consigue utilizando en la Ec. (1) el logaritmo en base 2, de
acuerdo con la siguiente ecuacion [72]:

In (N./No)

In
o = —2— e

11.3.1.2. Tiempo de duplicacion (T2)

El tiempo de duplicacion (T2) se calculd una vez obtenido el valor de u mediante la siguiente

ecuacion [72]:

_ (n(2)) _ 1
L= === )

Donde

- Taes el tiempo de duplicacién expresado en dias.
- pes la tasa especifica de crecimiento (dia™).
- Hzes la tasa de duplicacion diaria celular (dia™®).

- In (2) es una constante.

11.3.2.Medicion de peso seco

La determinacion del peso seco se realizo a partir de un cultivo algal de volumen y densidad
celular conocidos. El cultivo fue cosechado en estadio exponencial, el cual corresponde a la
fase de crecimiento de interés para el estudio realizado. Se cosecharon las células por
centrifugacion a 3500 rpm (2291 g) por 10 minutos. Luego, se colocaron las muestras en
crisoles previamente pesados con balanza analitica y se llevaron a estufa a 60°C hasta peso
constante. A partir de esto, se calculd la biomasa algal (g L) y el peso unitario celular (10"
11.g cél). La medicion de peso seco se hizo por triplicado para las ocho cepas de la Tabla 5

(seccion 111.1).
11.3.2.1. Célculo de biomasa algal (BST)

La cantidad de biomasa algal seca cosechada se calculé a partir de la siguiente ecuacion
[105]:
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(PSCM — PSC)

BST = VF (4)

Donde,

- BST corresponde a la biomasa algal seca total (g L™).
- PSCM y PSC corresponden al peso seco del crisol con muestra seca y sin muestra,
respectivamente (g).

- VF corresponde al volumen de muestra (L).
11.3.2.2. Célculo de peso unitario (PSTU)

El peso unitario es decir, el peso por célula, se calcul6 a partir de la siguiente ecuacion [105]:

__ BST
PSTU == ©)

En donde:

- PSTU corresponde a el peso seco total unitario (g cél™?).
- BST es la cantidad de biomasa seca total, en este caso, en un mL (g mL™).

- Nes la densidad celular en el mismo volumen de cultivo (cél mL™).

11.3.3.Evaluacion de la viabilidad celular

Se realizd una tincion con safranina para evaluar viabilidad celular [103]. Para esto se
colocaron 50 pL de una solucidn de safranina (0.25%) en 50 pL de cultivo celular algal,
dejando actuar por 5 minutos, y se observd al microscopio (Leica DM1000 LED) en objetivo

de 40x, para evaluar la presencia de células muertas tefiidas de color rojizo.

11.3.4. Tamano celular

Se determinaron el biovolumen y la superficie celular. El biovolumen (Ec. (6)) y la superficie
celular (Ec. (7)) para las cepas algales pertenecientes al género Scenedesmus sp. se evalud a
partir de la forma geométrica ‘elipsoide alargado o rotacional’. Mientras que las cepas
pertenecientes al género Chlorella sp. se evaluaron como esferas (Ec. (8) y Ec. (9)) [106-
108] (Figura 3).
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= Elipsoide rotacional:

V = i*n*erE *d3 (6)
3 6
A= T*d J+ h? - Vh-d? @
T2 iza? o h
= Esfera:
A=4nx1r’ = *d? (9)

Donde,

- r,dyhcorresponden al radio, el didmetro y la altura celular, respectivamente (um).
- Ves el biovolumen (um?3).

_ Aes la superficie celular (um?).

Representacién Esfera
del alga

Seccion transversal
Chlorella sp.

J

Figura 3: Formas geométricas para calcular biovolumen y superficie celular de las algas unicelulares. Las
formas estan representadas tridimensionalmente y en su seccién transversal. Referencias: didmetro (d), altura
(h). (Dibujo adaptado y modificado a partir de [107,108]).
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Los parametros fueron calculados a través de imagenes microscopicas de las cepas
(microscopio Leica DM1000 LED, camara Leica ICC50 HD) por medio del software ImageJ
[109]. Se valoraron 60 células de cada una de las cepas. En el caso de las algas pertenecientes
al género Scenedesmus sp. se tomaron las medidas de una sola célula por cenobio al azar.
Para las cepas pertenecientes al género Chlorella sp. se midieron dos valores de didmetros y,

a partir de su promedio, se calcularon ambos parametros (Figura 3).

11.4.Preparacion de solucion estandar de niquel (Ni?*)

La solucion estandar de Ni?* se prepar6 disolviendo una cantidad conocida de metal en forma
de sal de nitrato (Ni(NO3)..6H,0) en agua destilada a una concentracion final de 5 g L™ Ni?*.
El stock fue almacenado en heladera a 4°C. Para asegurar la biodisponibilidad del metal se
acidifico la solucion estandar con 0.1% de &cido nitrico (HNO3) y, de esta manera, evitar la
precipitacién quimica del Ni como hidroxilos o carbonatos [110].

Previo a cada ensayo, se prepararon las soluciones diluidas de Ni?* a temperatura ambiente y
en atmosfera estéril, agregando un volumen necesario de la solucion estandar de 5 g L a
medio de cultivo BBM-R, para obtener la concentracion de Ni?* deseada. Las
concentraciones de las soluciones utilizadas para los experimentos fueron de 25y 55 mg L*
de Ni%*.

11.5.Andlisis de la concentracién de Ni?* en solucion

Para analizar la concentracion de metal en solucion se usé una modificacion de la técnica de
deteccion colorimétrica de Ni?* desarrollada en el paper: Colorimetric Determination of
Nickel with Dimethylglyoxime, A. M. Mitchell y M. G. Mellon, Purdue University, Lafayette,
Ind, 1945 [111]. Debido a que en Mitchell et al. eran utilizadas grandes cantidades de
reactivos, se escal6 el ensayo para un volumen final de 1 mL, con el fin de producir menor
cantidad de desechos. Este trabajo de modificacion y reduccidn de escala fue realizado por la
Dra. Carolina Bagnato y Estefania Bressan, en el marco de una pasantia laboral del IEDS, y
fue validado por medio de Espectroscopia de Absorcion Atdémica (EAA), realizada en el
laboratorio de analisis quimico del CTP. A continuacion, se detallan los reactivos y el

procedimiento empleado.
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[1.5.1.Reactivos

1. Agua Amoniacal: Se colocaron 900 mL de agua destilada en una botella para

laboratorio y se inyect6 durante un minuto y medio NHz(g).

2. Agua de Bromo: (Brz(ag)) Se disolvid 1.1 gr de bromuro de sodio en 10.7 mL de &cido

clorhidrico 1M, mezclando bien. Luego se agregaron 7.6 mL de hipoclorito de Sodio,
se agito y, por ultimo, se diluyo la mezcla con 32 mL de agua destilada.
3. Alcohol etilico absoluto: C2HsO

4. Dimetilglioxima: Se prepar6 una solucion al 0.1%. Para esto se pesé 0.1 g del reactivo
y se enraso a 100 mL con alcohol etilico absoluto.

5. Estandar de Niguel (para construccion de la curva de calibracién): Se prepard una

solucion a concentracion 0.1 g L™ Ni?*, disolviendo NiCl2.6H20 en agua desionizada.

Se acidifico la solucién al 0.1% con HNO3.

11.5.2.Preparacion de la muestra

En primera instancia, se colocaron 100 pl de la muestra con Ni para analizar en un tubo de
microcentrifuga tipo eppendorf de 1.5 mL, luego se incorporaron 230 pl de agua de Bromo,
la cual torna de color naranja la solucién. Este reactivo se agrego en exceso para asegurar la
oxidacion de Ni%* a Ni*. El siguiente paso fue afiadir 100 pl de agua amoniacal, lo que
volvié nuevamente incolora la solucién. En este punto se agitdé el contenido para
homogeneizar. Se adicionaron 170 pl de alcohol etilico absoluto, ya que la intensidad y la
estabilidad del color de la reaccidon dependen de su concentracién. Para finalizar, se afiadieron
400 pl de dimetilglioxima (DMG). Este compuesto forma el complejo dimetilglioximato de
Ni, el cual colorea la solucién de rojo-naranja. Se volvié a homogeneizar y se esperd 10
minutos antes de medir en el espectrofotometro. Debido a que la solucién es poco estable,
debe ser medida en menos de 30 minutos una vez coloreada, ya que el primer

desvanecimiento significativo del complejo de color ocurre después de este tiempo.

En los casos que la muestra superé una concentracion de 10 mg L de Ni?*, se diluy6 la
misma con BBM-R y se volvio a realizar el preparado de reactivos para la reaccion de color,
para que el valor de concentracion se disponga dentro del intervalo evaluado por la curva de

calibracion.
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11.5.3.Curva de calibracion

La curva de calibracion se prepard en un intervalo de concentracion conocido de 0 a 10 mg L-
1 Ni?*, el proceso de seleccion de este intervalo de concentracion se explica en la seccion

11.5.4 y los resultados correspondientes se muestran en la seccién 111.3.

Las soluciones patrones de la curva de calibracion se prepararon a partir de la dilucion de una
solucion madre de 0.1 g L™ de Ni?* con medio de cultivo BBM-R (Tabla 2). Los puntos de la

curva fueron sometidos a el mismo procedimiento que las muestras (seccion 11.5.2).

Tabla 2: Preparacion de las soluciones patrones de la curva de calibracién en el intervalo de 0 - 10 mg L™ de
Ni?* para el desarrollo del método de deteccion colorimétrica por DMG de Ni?* en solucion.

Puntos de la curva: Volumen de stock de Ni?* Volumen de BBM-R (uL)
Concentracion Ni#* (mgL?) 0.1gL* (uL)

0 0 100

1.25 1.25 98.75

2.5 2.5 97.5

5 5 95

7.5 7.5 92.5

10 10 90

11.5.4.Eleccidn del intervalo de la curva de calibracion

Para determinar el rango de concentracion de la curva de calibracién con el que se trabajaria
se prepard una curva preliminar con concentraciones conocidas de 0 a 80 mg L Ni?* (Tabla
3) y se realizaron las mediciones de absorbancia en espectrofotémetro correspondientes a
cada punto a 445 nm. A partir de estos valores se construyd la recta de calibrado para
confirmar que la ecuacion de Lambert-Beer se cumplia en el intervalo de concentraciones
trabajado. Para esto, se graficaron en GraphPad Prism [112] las absorbancias de las
soluciones patrones de la curva y se selecciond el intervalo que demostr6 mejor ajuste
mediante el coeficiente de correlacion lineal mas proximo a 1. La mayor linealidad se
encontro entre los 0 y los 10 mg L™ de Ni?* (resultados correspondientes se muestran en la

seccion 111.3).
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Tabla 3: Preparacion de las soluciones patrones de la curva de calibracion preliminar en el intervalo de 0 - 80
mg L de Ni?* para el desarrollo del método de deteccion colorimétrica por DMG de Ni?* en solucién. En
negrita: intervalo de concentracion seleccionado.

Puntos de la curva: Volumen de stock de Ni?* Volumen de BBM-R (uL)
Concentracion Ni#* (mg L) 0.1gL?(uL)

0 0 100
1.25 1.25 98.75
2.5 2.5 97.5
5 5 95
7.5 7.5 92.5
10 10 90
15 15 85
20 20 80
25 25 75
30 30 70
35 35 65
40 40 60
45 45 55
50 50 50
55 55 45
60 60 40
70 70 30
80 80 20

11.5.5.Metodologia espectrofotometria UV Vis

Una vez preparadas las muestras y las soluciones patrones para la curva de calibracién, se
realizaron las mediciones en espectrofotometro UV-1800 SHIMADZU con cubetas plasticas
a dos longitudes de onda (1): 445 y 543 nm. Es en estos dos puntos donde se encuentran los
picos de A en el que los colores observados tienen su maxima absorcion. Esto representa la
mejor sefial para poder trabajar y analizar cuantitativamente a los estdndares y muestras con
Ni [111].

Al evaluar las muestras, es importante asegurarse que la solucion esté debidamente
homogeneizada, que no haya presencia de burbujas de aire que interfieran con las mediciones

y que el tiempo transcurrido desde la adicion de DMG no supere los 30 minutos.
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11.6.Evaluacion de la remocién de Ni?* de cepas algales aisladas de sitios
contaminados

11.6.1.Ensayos de remocion

La capacidad de remocion de las cepas se determind incubando 10 mL de solucion de Ni%* de
concentracion conocida en botellas de vidrio tipo vial de 100 mL, con un inoculo algal de
1x10” cél mL™ para las cepas pertenecientes a Scenedesmus sp. y 2.5x107 cél mL™? para

Chlorella sp..

El volumen del inéculo se determin6 por medio de conteo celular del cultivo stock, utilizando
hemocitometro Neubauer de 0.1 mm de profundidad y un microscopio compuesto (Leica
DM10000 LED). En todos los experimentos se cosecharon las células de algas en la fase
exponencial del cultivo stock. La biomasa del indculo se cosech6 centrifugando el volumen
correspondiente del cultivo stock a 3500 rpm (2291 g) por 10 minutos, se descarto el

sobrenadante, y se resuspendi6 el pellet en la solucion de Ni?*,

La concentracion deseada de solucion de Ni?* se prepard diluyendo en medio de cultivo la
solucion stock de Ni?* (véase seccion 11.4). Se usaron diluciones frescas para cada estudio de
remocion. Previo a la inoculacion con el alga, se ajustd el pH inicial de la solucién a 5.5, con
NaOH 0.1 M vy se realiz6 la medicion del mismo mediante tiras indicadoras de pH (DF
universal test paper, rango 0 - 14). Se trabajo con este valor de pH inicial ya que se ha
registrado que la maxima eficiencia de remocion en la biomasa para el ion metalico Ni%* se
da en ese valor [40,71,113-115]. A su vez, se evita la precipitacion del Ni%* por la formacion
de complejos insolubles a pH mas bésicos, que provocan una disminucién en la

concentracion de iones metalicos libres y, por ende, su biodisponibilidad [3,7].

Las cepas fueron incubadas por 24 horas bajo las mismas condiciones que las de crecimiento,
realizando agitacion manual. Una vez concretado el tiempo de incubacién, se separ6 la
biomasa de algas de la solucion metalica por centrifugacién a 3500 rpm (2291 g) durante 10
minutos y se analizd la fraccion sobrenadante para los iones residuales de Ni?* por
determinacion colorimétrica mediante el método de DMG [111] (vease seccion I1.5). La
captacion de metal fue evaluada como la eficiencia de remocion de metal porcentual (E%)
(Ec. (10)) y la capacidad de remocion (q) (Ec. (11)).

Se realizaron tres controles experimentales compuestos por la solucion de medio de cultivo y

metal, sin algas, para descartar el posible efecto de adsorcion en las paredes del material. Las
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concentraciones iniciales de Ni?* de los ensayos se confirmaron tomando una alicuota de los
controles experimentales y analizandolas de igual manera que el resto de las muestras. Todos
los ensayos se realizaron por triplicado para cada cepa, al igual que los controles

experimentales.

11.6.2.Célculo de eficiencia (E%) y capacidad (g) de remocion

La eficiencia de remocion de Ni%* porcentual (E%) se determiné utilizando la siguiente

ecuacion [116]:

__ ((Co—=Cf)
E% = (572) » 100 (10)
La capacidad de remocion (q), que comprende a la cantidad de iones de Ni?* removidos por
unidad de biomasa algal seca, se calcul6 mediante la ecuacion de balance de masa [117]:

_ (Co-CHV
a = —0 (12

Donde

- Co corresponde a la concentracion inicial de metal en la solucion (mg L™?).

- Cf corresponde a la concentracion de metal del sobrenadante luego del ensayo de
remocion (mg L™).

-V corresponde al volumen de ensayo (L).

- m corresponde al peso seco de biomasa algal utilizada (g).

- E% es la eficiencia de remocién de metal porcentual.

- g es la cantidad de metal removido por unidad de masa de biomasa (mg de Ni?*

removidos por g de peso seco de biomasa algal) (mg g1)).

La capacidad de remocion estacionaria (qe) se calcul6 por medio de la Ec. (12) [62,118],

__ (ci-ce)v
T m (12)

€

Donde:

- gees la capacidad de remocion de metal estacionaria (mg de Ni?* removidos por g de peso
seco de biomasa algal) (mg g)).
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- Cecorresponde a la concentracion de Ni?* en estado estacionario (mg L™?).

Esta ecuacion es equivalente a la Ec. (11) cuando Ct = Ce.

11.6.3.Caracterizacion del efecto de la dosis de biomasa algal sobre la remocién

de metal

Se caracterizo el efecto de la cantidad de biomasa algal sobre la eficiencia de remocion de
metal de las cepas seleccionadas. Para determinar este efecto se realizaron ensayos de
remocion de metal como los descriptos en la seccién 11.6.1 variando la densidad celular del
indculo algal entre 0.25x107 - 2.5x107 cél mL™ para una concentracion fija de metal de 55 +2
mg L Ni?*. En la Tabla 4 se muestran las equivalencias de la densidad celular del indculo
algal con respecto al peso de la biomasa seca en g L™ para las tres cepas evaluadas.

Tabla 4: Dosis de biomasa algal utilizadas para la caracterizacién del efecto sobre la remocién de metal.
Tratamiento de in6culos con diferentes densidades celulares (*107 cél mL1) con su correspondiente valor de
peso de biomasa algal seca (g L?) para las tres cepas evaluadas.

Tratamientos: Densidad Biomasa algal (g L™?)

celular (*107 cél mL™?) RRS P1 RR6

0.25 0.075 £ 0.004 0.118 + 0.004 -

0.5 0.150 + 0.009 0.235 + 0.007 -

0.75 0.225 £ 0.013 0.353 £ 0.011 0.072 £ 0.001
1 0.299 £ 0.017 0.471 £ 0.015 -

1.25 - - 0.121 + 0.001
15 - - 0.145 £ 0.001
1.75 - - 0.169 + 0.002
2 - - 0.193 + 0.002
2.5 - - 0.241 + 0.002

11.6.4.Analisis de remocion de metal a diferentes tiempos de contacto

Se realizaron analisis de remocion de Ni?* durante 6 dias, a partir de la metodologia descripta
en la seccion 11.6.1, utilizando la biomasa éptima de las cepas de algas seleccionadas y a una
concentracion inicial de 55 mg L™ Ni?*. La eficiencia y la capacidad de remocion de metal se
evalué en funcién de diferentes tiempos de contacto, tomando alicuotas de 100 pL a
intervalos de tiempo predeterminados de 5, 10, 15, 30, 60, 120, 180, 1440, 2880, y 8460

minutos, para evaluar las concentraciones de iones metalicos residuales en solucién, mientras
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que los otros parametros se mantuvieron constantes. Los tiempos de incubacion en algunos

casos se extendieron hasta 10 dias, tomando una ultima alicuota antes de finalizar el ensayo.

Los datos de remocidn se calcularon por medio de la ecuacion de capacidad de remocion (q)
y la eficiencia de remocién (E%) (seccién 11.6.2). Las cinéticas de remocion se realizaron
analizando los datos de g en funcién del tiempo (qr). Los resultados fueron interpretados a

partir de modelos cinéticos de remocion.

11.6.5.Modelos cinéticos

Se aplicaron los modelos cinéticos de pseudo-primer orden, pseudo-segundo orden y el
modelo de Elovich, para analizar los datos experimentales de la cinética de remocién de Ni?*

en la biomasa alga [119-122].
11.6.5.1. Modelo cinético de pseudo-primer orden

El modelo cinético de pseudo-primer orden (PPO), también llamado el modelo de Lagergren

[53], se basa en la siguiente ecuacion:

dq: _
— = ki(ge-qi) (13)

Donde:

- gt corresponden a la capacidad de remocion de metal (mg g*) en el tiempo t.
- gecapacidad de remocion de metal estacionaria (mg g™).
- ki es la constante de velocidad de adsorcion de PPO (min™).

- tindica el tiempo (min).

Luego de integrar y reordenar la Ec. (13), aplicando las condiciones limites: gt=0at=0Yy qt

= (i a t=t, se obtiene:

gt = qgemi (1 - &™) (14)

Que es representada en su forma lineal por:

In(ge — q) = Inge — ki (15)
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Los valores de ki y ge calculada por el modelo de PPO (gemi) se obtienen a partir de la
pendiente y la ordenada al origen de la gréafica lineal de In (ge - gt) versus (t), respectivamente.
Por lo que es necesario conocer el valor de ge experimental (Qeexp) para ajustar los datos

experimentales a la ecuacion, siendo la grafica: In (Qe.exp - Q) Versus (t).
11.6.5.2. Modelo cinético de pseudo-segundo orden

El modelo de pseudo-segundo orden (PSO) para reacciones cinéticas fue desarrollado por Ho
[54], y es expresado bajo la siguiente ecuacién de velocidad:

aq: _ N2
ar 12(9e=a) (16)

Donde

- g corresponden a la capacidad de remocion de metal (mg g) en el tiempo t.
- gecapacidad de remocién de metal estacionaria (mg g?).
- kees la constante de velocidad de adsorcion de PSO (g mg™* min't).

- tindica el tiempo (min).

Al integrar la Ec. (16) para las condiciones limitest =0, ge=0y t =t, q¢= qt Yy reorganizar las

variables, se obtiene:

qez kot

U= ot (17)

A partir de la cual se consigue su forma linealizada bajo la siguiente Ec. (18), que predice que

la cantidad adsorbida de metal es una funcion lineal del tiempo [123]:

t 1 1

¢ K¢l g (18)

Donde la velocidad de adsorcion inicial ‘2’ (mg g min™) es igual a g:/ t cuando t es 0, lo que

corresponde a:

h=kh Qez (19)

Por lo tanto la Ec. (18) puede reescribirse como:
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(20)

: . t ., . 1
Realizando el grafico de 7 en funcion de (t) se obtienen los valores de gem2 Y k2, donde = es

la pendiente y es la ordenada al origen. Si la cinética de PSO es aplicable al sistema

KquZ
metal-biomasa, entonces la grafica de la Ec. (18) deberia dar una relacion lineal [122]. A
diferencia del modelo de PPO, no es necesario conocer el valor de geexp para aplicar el

modelo.
11.6.5.3. Modelo cinético de Elovich

El modelo de Elovich [55] se expresa de la siguiente manera [124]:

dq: -
e’ (21)

Donde,

- oy P son constantes: a es la velocidad de adsorcion inicial del ion metalico (mg g™* min-
1): B es el coeficiente de desorcion (g mg™).

- g corresponden a la capacidad de remocion de metal (mg g?) en el tiempo t.

Integrando y aplicando las condiciones limites gt =0at=0y g =qtat =t, la Ec. (21) se

transforma en:
= 2 In(t+1) +- In(t)
=73 o) T Mk (22)

Donde to es una constante de tiempo del modelo, to=1/ap. Si to es despreciable con respecto a

t la Ec. (22) se simplifica como:
= ~In(aB) += In(t)

Por lo tanto, las constantes B y a se obtuvieron a partir de la grafica gt en funcion de In (t),

donde la pendiente es (%) y la ordenada al origen es (%) In (ap) [62].
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11.6.5.4. Andlisis de los modelos cinéticos

Los criterios por los cuales se determind la idoneidad de los modelos linealizados para
ajustarse a los datos experimentales fueron el coeficiente de correlacion (R?) y el valor ge
calculado por el modelo (gem). Para esto, se determind la significancia estadistica de los
coeficientes de regresion y se evalud que el R? se aproximara a la unidad; ademas, se

comparé que el valor de ge.m coincidiera con el valor de ge.exp [12].

A su vez, se comprobé el ajuste no lineal, utilizando las ecuaciones (14), (17) y (23) para
evaluar la aplicabilidad de cada modelo a los valores de gt obtenidos experimentalmente. Se
evalud el ajuste mediante el test de Chi-cuadrado (X?) (Ec. (24)) y el estadistico de desviacion
estandar porcentual (S.D.%) (Ec. (25)) [125]. Los valores de X? son Utiles para poder
determinar el modelo éptimo que describa mejor la cinética de remocion, cuanto mejor es el
ajuste de los datos experimentales a los predichos por el modelo, menor seré el valor de X?y
S.D.% [126].

n 2
v z(qexp—qm) 4
- - 24
i=1 I
- ) 1/2
S.D.% = 100* {ZN(l (tjz\»]n/qw)) } (25)

Donde, Qexp €s la capacidad de remocién obtenida experimentalmente, gm €s la capacidad de

remocion obtenida por el modelo, y N es el nimero total de datos utilizados para la Ec. (25).

Adicionalmente, se realiz6 un andlisis de la raiz cuadrada del tiempo de contacto de acuerdo
con la Ecu. (26) propuesta por Weber y Morris [127], para distinguir si el proceso de
remocion se desarrollaba bajo un control cinético o de difusién. El grafico de g:en funcién de
t2, genera una linea recta de pendiente kq (parametro de la tasa de difusion (mg g (min=%2)-
1y que debe pasar por el origen (interseccion con cero), lo cual indicaria una influencia del
control de difusion intraparticula en la velocidad del proceso de remocion [50,119,122].

qi=kaq *t1? (26)
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I1.7.Reproducibilidad y analisis estadisticos

El analisis estadistico fue llevado a cabo mediante los valores promedios de tres
experimentos replicados y su respectivo desvio estdndar (en los casos que se usé error
estandar se aclara). Para determinar la existencia de diferencias estadisticas entre tratamientos
se realizaron ANOVA de un factor y se realizaron comparaciones a posteriori del ANOVA
usando la prueba de Tukey, utilizando un nivel de significancia a de 0.05. En dependencia de
que los datos cumplieran con los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza. De
no cumplirse estos supuestos, se procedio a analizar los datos mediante tests no paramétricos
(Kruskal-Wallis).

En los casos que la barra de error no es visible en los gréaficos, significa que este tiene un
valor més pequefio o igual al simbolo (desviaciones estandar por debajo del 5%).

El andlisis estadistico se realizd utilizando el paquete de software informatico GraphPad
Prism version 6.01 y SigmaPlot version 14.0 [112,128].
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I11.Resultados

I11.1.Prospeccion y aislamiento de las algas

Las algas utilizadas para este trabajo fueron aisladas previamente por el grupo de trabajo de
dos sitios que presentan contaminacion por metales: la cuenca del Rio Reconquista ubicado
en Provincia de Buenos Aires y el humedal Natural del predio del CTP, ubicado en Provincia
de Rio Negro [83,129].

Para el aislamiento de las algas se utilizo la técnica de seleccion de Unica colonia [33], con
protocolos adaptados a las muestras a tratar (sedimentos) y para promover la seleccién de
especies de la division Chlorophyta. A partir de estos aislamientos se obtuvieron numerosas
cepas que se encuentran en cultivos unialgales y axénicos. Hasta la fecha han sido
identificadas a nivel de género, entre ellas se cuenta con Scenedesmus sp. y Chlorella sp.
[129].

En este trabajo se utilizaron un total de ocho cepas de algas unicelulares. Los nombres de las
cepas se componen de dos partes: (1) El sitio de aislamiento. Las cepas aisladas del humedal
del CTP comienzan con ‘P’ y las cepas aisladas del Rio Reconquista comienzan con ‘RR’. (2)

y un numero, que corresponde al orden de aislamiento (Tabla 5y Figura 4).

Tabla 5: Referencia de las cepas de algas unicelulares utilizadas en el desarrollo del trabajo, separadas por
género y sitio de aislamiento (Rio Reconquista (RR), humedal del CTP (P)).

Scenedesmus sp. Chlorella sp.
P1 RR8 RR6

P7 RR9 RR10

P8 RR14

42



Resultados

Figura 4: Imagenes de microscopia de campo claro (aumento 1000X) de todas las cepas evaluadas en el
trabajo. (Microscopio Leica DM10000 LED, camara Leica ICC50 HD).
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I11.2.Control bacteriologico de los cultivos algales: Tincion con azul de
metileno

Los cultivos algales utilizados a lo largo de los ensayos se mantuvieron de forma axénica.
Para lo cual se evalud regularmente la posible presencia de bacterias por medio de la tincion
con azul de metileno (seccion 11.2).

En la Figura 5 se puede observar el mismo cultivo de una de las cepas algales perteneciente al
género Scenedesmus sp. en estado axénico (A) y contaminado (B). En la imagen (B) se
denota la presencia de bacterias debido a la pigmentacion azul adquirida, su morfologia y
tamafo caracteristicos, que contrastan con respecto a las células eucariotas del alga que son

de mayor tamafio.

En caso de encontrar presencia de bacterias en los cultivos algales, fueron plaqueados en
medio BBM-R Agar y una colonia algal, sin presencia de colonias bacterianas alrededor, fue
repicada a medio fresco. Una vez crecido el cultivo, se corrobord nuevamente por la técnica
de tincion la axenidad del mismo.
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Figura 5: Imagenes de microscopia de campo claro (aumento 1000X), cepa P7 (Scenedesmus sp.) fijada y
tratada con tincién de azul de metileno. A. Cultivo axénico. B. Cultivo contaminado con bacterias (localizacién
de las bacterias indicada con flecha) (Microscopio Leica DM10000 LED, camara Leica ICC50 HD).

I11.3.Ensayo de seleccion de la curva de calibracién para deteccion
colorimétrica de Ni?* en solucién

Con el fin de determinar el rango de concentracion éptimo para la curva de calibracién del
ensayo de determinacion de Ni?* por medio del método de la DMG se realizé un analisis con
concentraciones entre 0 — 80 mg L del estandar de Ni®*. En la Figura 6.A. se muestra la

recta de calibrado correspondiente a los valores de absorbancia de la curva de calibracion
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preliminar. A partir de esta recta, se hallé que el intervalo de concentraciones de 0 a 10 mg L~
1 Ni?* obtuvo el mayor coeficiente de correlacion lineal (R?> = 0.99) (Figura 6.B). A
concentraciones mayores de 10 mg L? la recta disminuy6 su coeficiente (R? = 0.97),
mostrando una tendencia a la saturacion (Figura 6.A). Por lo que se resolvid usar la curva de
calibracion en el intervalo de 0 a 10 mg L™ Ni?* para evaluar la concentracion de metal de las

muestras analizadas en este trabajo.
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Figura 6: A. Recta de calibracion preliminar, intervalo de concentracién de 0 a 80 mg L™ Ni?*. B. Recta de
calibracion seleccionada, intervalo de concentracion de 0 a 10 mg L* Ni?*. Datos de absorbancia promedio.
Las barras indican + desvio estandar. Ambas curvas fueron construidas mediante los valores de absorbancia a
445 nm obtenidos a partir del ensayo espectrofotométrico por DMG de muestras de concentracién conocida
de Ni?*.
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Para calcular las concentraciones de Ni?* en solucion se utilizaron los valores de absorbancia
obtenidos a 445 nm, debido a que el complejo de color dimetilglioximato de Ni alcanz6 un
mayor pico a esta longitud de onda (), con respecto a los valores obtenidos a 543 nm (datos
no mostrados). De igual manera, cabe destacar que los calculos de cantidad de metal
realizados con las absorbancias en ambos valores de A dieron resultados en el mismo rango

de concentracion.

111.4.Evaluacion de la eficiencia y capacidad de remocion de Ni?* para la
seleccion de cepas algales

Se evalud la eficiencia de remocion porcentual (E%) de las ocho cepas de algas (Tabla 5)
para la remocion de Ni?* de una solucion de medio de cultivo formulado con una
concentracion inicial de 25 mg L™ Ni?* (Figura 7.A). Se obtuvieron buenas eficiencias en
todos los casos, con valores entre 74.6 y 100% de remocion. En particular, se destacaron las
cepas RR6, RR8, RR14 y P1, que presentaron E% significativamente mayores que el resto,
removiendo aproximadamente el 100% de metal de la solucién (Figura 7.A). En
consecuencia de las altas E% presentada por estas cuatro cepas, se desarrollé un segundo
ensayo incrementando la concentracion inicial de metal a 55 mg L™ Ni?*, y manteniendo el
resto de las condiciones del ensayo iguales. Para, de esta manera, determinar si frente a

mayores concentraciones de Ni?* existian diferencias en las E% de las mismas.

A una mayor concentracion de metal, RR6 y RR8 exhibieron las mejores E%, alcanzando
méas de un 98% de remocién (Figura 7.B). Estas cepas no presentaron una disminucién
significativa en su E% con respecto al ensayo a menor concentracion de Ni?*. Por otro lado,
las E% de las cepas RR14 y P1 disminuyeron un 13.4 y un 8.8%, respectivamente, al

someterlas a mayor concentracion de Ni?* (Figura 7).
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Figura 7: Valores promedio de la eficiencia de remocidn porcentual (E%) de Ni?* en solucion de los cultivos de
diferentes cepas aisladas del Rio Reconquista (RR) y del CTP (P). Condiciones de ensayo: Densidad celular:
Scenedesmus: 1x107 cél mL, Chlorella 2.5x107 cél mL™, 24 hs de ensayo, concentracion inicial de A. 25 +2.3
mg L Ni** y B. 55 #2.9 mg L Ni?*. Las barras indican + desvio estandar. Las letras iguales indican que no
hubo diferencias significativas (prueba de Tukey; a = 0.05, a > D).

Asimismo, a partir de los ensayos de remocion de metal, se calcul6 la capacidad de remocion
(g). Este parametro tiene en cuenta la cantidad de biomasa empleada y permite entonces
comparar resultados entre distintas cepas. El valor de g mostr6 mayor variabilidad entre
cepas, donde RR6, RR8 y RR14 presentaron una mejor remocion de Ni%* por gramo de
biomasa algal, alcanzando valores de 113.4, 91.3 y 79.6 mg g, respectivamente. Mientras

que P1, que removié menor cantidad de metal con respecto a las algas aisladas del Rio
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Reconquista, fue la mas prometedora de las cepas aisladas del humedal del CTP, mostrando

un valor de g 35% mayor que P8 y 102% mayor que P7 (Figura 8.A).

Como es posible observar en la Figura 8.B, la capacidad de remocién de RR8, RR6, RR14 y
P1 aumenté al someterlas a una mayor concentracion inicial de Ni%*, duplicando sus valores

de g con respecto al ensayo a una menor concentracion inicial de metal (Figura 8.A).
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Figura 8: Valores promedio de la capacidad de remocidn (q) de Ni?* de los cultivos de diferentes cepas aisladas
del Rio Reconquista (RR) y del CTP (P). Condiciones de ensayo: Densidad celular: Scenedesmus: 1x107 cel mL"
1 Chlorella 2.5x107 cel mL, 24 hs de ensayo, concentracion inicial de A. 25 +2.3 mg L Ni?* y B. 55 +2.9 mg
Lt Ni%*. Las barras indican * desvio estandar. Las letras iguales indican que no hubo diferencias significativas
(prueba de Tukey; o = 0.05, a>b).
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La seleccidn de las cepas se realizé en base a los datos de E% y g obtenidos y en los intereses
particulares del grupo: seleccionar al menos una cepa de cada género evaluado y de cada sitio
de aislamiento para su caracterizacion. Por lo que las cepas RR6, RR8 y P1 (Imagenes
microscopicas Figura 13) fueron seleccionadas para proseguir con la investigacion. Siendo
las cepas RR6 y RR8 (Chlorella sp. y Scenedesmus sp., respectivamente) las que presentaron
mayor remocion de metal en ambas concentraciones de Ni?* evaluadas. Mientras que la cepa

P1 (Scenedesmus sp.) fue la més prometedora de las aisladas del humedal del CTP (Figura 7
y 8).

I11.5.Caracterizacién del crecimiento

I11.5.1.Comportamiento de la curva de crecimiento y pardmetros de

productividad

Se realizaron curvas de crecimiento para las tres cepas evaluadas a partir de los datos de
densidad celular en funcién del tiempo de cultivo. En la Figura 9 se puede observar, a modo
ilustrativo, el aspecto macroscopico de los cultivos utilizados para realizar la caracterizacién
del crecimiento de la cepa RR6 a lo largo del tiempo. En la Figura 10 se muestra la curva de
crecimiento de RR6, RR8 y P1, y la conversion al logaritmo natural de la densidad celular.
Aqui se puede apreciar que las tres cepas evaluadas presentaron una forma de crecimiento
sigmoidea (Figura 10.A), donde se describe un ciclo de desarrollo casi completo que incluye
la fase exponencial, la fase de crecimiento lineal y la fase estacionaria [131]. La adaptacién
del inéculo (fase lag) tuvo lugar en un lapso menor a 24 horas, por lo que no fue reflejado en

los datos de densidad celular tomados.

Figura 9: Aspecto macroscépico de cultivos de la cepa RR6 a lo largo del Eempo.
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Se evaluo la duracion de las fases de crecimiento a partir del grafico de la suma progresiva de

la tasa de crecimiento diario (Xu2) en funcién del tiempo (Figura A.l. 4, Anexo 1), ya que

cualquier cambio de la pendiente de esta curva indica una variacién de la velocidad de

duplicacion [72]. Para la determinacion de la tasa de crecimiento p en la fase de crecimiento
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exponencial se utilizo la densidad celular diaria registrada y posteriormente se construyeron
las curvas del logaritmo natural de (Nx/ No) en funcion el tiempo (véase seccion 11.3.1.1) para
cada una de las 3 réplicas realizadas por cepa algal, ajustando una regresion lineal en la fase
exponencial de cada cultivo, es decir, la seccidon de la curva con el mayor coeficiente de
correlacion (R? = 1), donde la pendiente de la recta corresponde al valor de p maximo. De

esta manera, se informo el valor de p promedio (Figura A.1.2, 2y 3, Anexo ).

La fase de crecimiento exponencial se extendié hasta el dia 5 - 6 para los tres cultivos (Figura
10.B, Figura A.l. 4, Anexo 1). La tasa de crecimiento poblacional (n) y el tiempo de
duplicacion (T2) obtenidos en este periodo exponencial presentaron diferencias significativas
entre las tres cepas, donde la cepa de Chlorella sp., RR6, presentd el mayor p. Las dos cepas
de Scenedesmus sp. mostraron un menor valor de p, siendo el de RR8 significativamente
mayor que el de P1 (Tabla 6).

Tabla 6: Pardmetros de productividad de las cepas RR6, RR8 y P1: velocidad de crecimiento () y tiempo de

duplicacion (T2) obtenidos en la fase exponencial de los cultivos; concentracion final méxima del cultivo
([Final]) (zerror estandar), BST final (biomasa seca total) y PSTU (peso seco total unitario). + desvio estandar.

Parametros RR6 RR8 P1

L (diah) 0.745+0.021 2 0.561 +0.063° 0.443+0.012°¢
T> (dia) 0.931+0.025°¢ 1.245+0.136 ° 1.566 + 0.045 2
[Final] (*10¢ cél mL?) 46.250 +1.301%  27.583+1.354°  11.250+0.653°¢
BST final (g L) 0.446 +0.022 0.826 +0.070 2 0.530 + 0.053°
PSTU (*10 g cél) 0.965 + 0.009 © 2.995 +0.170° 4.709 + 0.147 2

Diferentes superindices indican diferencias significativas en los resultados (prueba de Tukey; o = 0.05, a > b).

Luego de la fase exponencial, se observd una fase de desaceleracidn con crecimiento lineal,
hasta que el crecimiento ces6 dando comienzo a la fase estacionaria aproximadamente en el
dia 20, 24 y 26 para la cepa RR6, RR8 y P1, respectivamente (Figura A.l. 4, Anexo 1). La
duracion de la fase estacionaria se mantuvo alrededor de 14 dias para los cultivos de RR8 y
P1 antes de que la densidad celular empezara a decrecer (valores de densidad celular no
mostrados); aungue la cepa P1 fue la Unica que mostré muerte celular de forma evidente
hacia el final del ensayo. En el caso de la cepa RR6, el ensayo finalizé antes de llegar a
mostrar muerte celular (Figura 10). En la Figura 11 se puede observar el aspecto
macroscopico de los cultivos hacia el final del ensayo, denotandose que la cepa P1 muestra
clorosis producto de la edad del cultivo y de la muerte celular, mientras que las cepas RR8 y

RR6 muestran un verde oscuro intenso caracteristico de esta etapa de crecimiento. La fase
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estacionaria de RR6 alcanz6 una densidad celular final 4.1 veces mayor que P1y 1.7 que

RR8, mientras que la densidad celular final de RR8 fue 2.5 veces mayor que la de P1 (Tabla
6).

Figura 11: Aspecto macroscopico de las
cepas RR6 y P1 a 40 dias de iniciada la
caracterizacion del crecimiento, y de la cepa
RR8 a 37 dias del mismo.

Es importante destacar que la cepa P1 mostré6 mayor dificultad a la hora de realizar los
conteos celulares, ya que es una cepa que tiende a agregarse a medida que progresa su ciclo
de crecimiento (Figura 12). Los subcultivos de esta cepa que presentaban mucha agregacion
(Figura 12.A) no fueron usados para realizar los ensayos de remocion.

Se evalu6 la biomasa seca (BST) obtenida al final del ensayo de crecimiento y se calculd el
peso celular de cada cepa (PSTU) (véase seccion 11.3.2). La cepa RR8 presentd la mayor
cantidad de BST, seguida por P1 y por ultimo RR6. Al evaluar el PSTU de estas cepas, P1
mostro un peso 57% mayor que RR8. Por su parte, RR6 exhibié un peso mucho menor que
las otras dos cepas (Tabla 6).
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Figura 12: Aspecto macroscopico de la cepa P1 (Scenedesmus sp.), agregacion celular. Imagen
A: subcultivo para ensayos de remocidn. Imagen B: cultivo perteneciente a la curva de
crecimiento.

111.5.2. Tamafio celular

Se analiz6 el tamafio celular mediante determinacion del biovolumen (V) y la superficie
celular (A) (vease seccion 11.3.4) para poder determinar si existe una correlacion entre la
diferencia de peso obtenida y el tamafio de las células. La cepa P1 presento tanto un valor de
V como de A significativamente mayor con respecto a la cepa RR8, ambas pertenecientes al
género Scenedesmus sp.. Mientras que la cepa RR6 (Chlorella sp.) obtuvo el menor valor
para ambos parametros. Al evaluar la relacion A/V, las cepas RR6 y RR8 mostraron valores
similares, siendo un tanto menor la relacion de RR8; por su parte, la cepa P1 expuso un valor
significativamente menor (Tabla 7). En la Figura 13 se observan las imagenes microscopicas

de las tres cepas evaluadas a partir de las que se calcularon los parametros de tamafio celular.

Tabla 7: Pardmetros de tamafio celular: diametro (d), altura (h), biovolumen (V) y relacion superficie volumen
(A/V) de las 3 cepas seleccionadas. Valores promedio + error estandar. Diferentes superindices indican
diferencias significativas en los resultados (prueba de Tukey; a = 0.05, a > b).

Parametros RRS CTDplas RRG

d (um) 4.385 +0.017 6.196 +0.021 4740 +0.011
h (um) 7.953 +0.021 9.505 +0.024 - -

V (umd) 88.602 +0.842° 203.574 +1.680°% 58.913 +0.414°
A (um?) 97.945 +0.001° 168.552 +0.885% 72.036 +£0.327°
AN (um™) 1.261 +0.046° 0.903 +0.003° 1.300 +0.003%
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Figura 13: Iméagenes de microscopia de campo claro (aumento 1000X) de las algas seleccionadas. Cepas aisladas
del humedal natural del CTP (P) y del Rio Reconquista (RR). Scenedesmus sp.: P1 y RR8. Chlorella sp.: RR6.
Referencias: Espinas (E), Pirenoide (P), Cenobio (Ce), Restos de Pared Celular (RP). (Microscopio Leica
DM10000 LED, cadmara Leica ICC50 HD).
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I11.6.Caracterizacion del efecto de la dosis de biomasa algal sobre la
remocion de metal.

Uno de los parametros que afectan fuertemente la remocion de metal es la concentracion de
biosorbente, en este caso la cantidad de biomasa algal en solucion. Es fundamental
determinar la dosis de biomasa 6ptima a la hora de disefiar sistemas de remocién de metales
efectivos con el menor costo de produccion posible [11]. Por lo que se realizaron una serie de
experimentos para evaluar este efecto sobre la remocion de Ni?* utilizando las cepas RR6,
RR8 y P1, seleccionadas por su alta remocion. Se efectuaron ensayos de remocion de 24
horas empleando diferentes dosis de biomasa algal para una concentracién fija de metal de 55
mg L Ni?*. Para las cepas RR8 y P1, ambas perteneciente al género Scenedesmus sp., se
realizaron 4 tratamientos partiendo de indculos con densidades celulares de: 0.25x107,
0.5x107, 0.75x107, 1x107 cél mLL. Para la cepa RR®6, perteneciente al género Chlorella sp., se
hicieron 6 tratamientos utilizando in6culos con densidad celular de: 0.75x107, 1.25x107,
1.5x107, 1.75x107, 2x107, 2.5x107 cél mL™? (ver equivalencias en g L™ en Tabla 4). La
cantidad de biomasa para los tratamientos se seleccion0 partiendo de los resultados obtenidos
del ensayo de remocidn efectuado anteriormente (seccién 111.4); donde se obtuvo un 100% de
E% a una concentracion inicial de 55 mg L™ Ni?* para las cepas RR8 y RR6 a una dosis
inicial de 1x10” y 2.5x107 cél mL™, respectivamente y un valor de 91% para la cepa P1 con
una densidad de 1x107 cél mL* (Figura 7.B). Por lo que se quiso probar si a una cantidad de

biomasa menor se continuaba obteniendo una E% por arriba del 90%.

En la Figura 14 se presentan los resultados del efecto de la dosis de biomasa sobre la
remocion de Ni?* para las tres cepas evaluadas. Los resultados mostraron que la
concentracion de biomasa algal afectd fuertemente la cantidad de metal removido de la
solucion. En las cepas RR8 y P1 la remocion de Ni?* fue significativamente distinta entre
todos los tratamientos, donde se observd el aumento de la E% en funcion del aumento de
biomasa. Para la cepa RR6, el incremento de biomasa de 0.13a 0.15g Ly de 0.17a0.19 g
L no generé un aumento significativo en la E%. Al aumentar a 0.24 g L de biomasa, RR6

mostré un aumento importante en su E%.

Las cepas RR8 y RR6 mostraron E% del 64 y 55%, respectivamente, a la menor dosis de
biomasa evaluada. Mientras que la cepa P1 presentd una gran disminucion en la E% a las
menores dosis de biomasa, removiendo tan solo un 6% de Ni** a0.12g Lty un 20% a 0.24 g

L. Con el aumento adicional de biomasa a 0.35 g L™ la E% de P1 incremento rapidamente a
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63.4%. La dosis minima de biomasa para remover mas del 90% de metal de la solucion para
RR6 y P1 correspondio a la maxima dosis de biomasa evaluada, mientras que para la cepa
RR8 se vio una E% del 91% a 0.23 g L™* (Figura 14).

El mayor valor de E% fue observado en la maxima dosis de biomasa evaluada para las tres
cepas. Por lo que se puede inferir que se evalud la E% justo en el limite de concentracion
critica de biomasa. De manera que, es esperable obtener el punto 6ptimo de remocion entre la
mayor dosis de biomasa evaluada y el tratamiento anterior, donde se siga obteniendo un alto
valor de E%. En este sentido, la dosis de biomasa seleccionada para el desarrollo del
siguiente ensayo para evaluar el efecto del tiempo de contacto sobre la remocion de RR8, P1
y RR6 fue 0.3, 0.47 y 0.24 g L, respectivamente, debido a que presentaron los mayores
valores de E% (Figura 14).
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Figura 14: Valores promedio de la eficiencia de remocién porcentual (E%) de Ni?* en funcién de la cantidad de
biomasa algal en A. (g L) y en B. densidad celular (cel mL™). Condiciones de ensayo: 24 hs, 21 +0.1°C,
fotoperiodo 12:12, agitacion manual, volumen: 10 ml, Co de Ni?*: 55 #2 mg L. Las barras indican = desvio
estandar. Las letras iguales indican que no hubo diferencias significativas (prueba de Tukey; o = 0.05, a > b).
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I11.7.Analisis de remocion de metal a diferentes tiempos de contacto y
ajuste a modelos cinéticos

Conocer el perfil de remocion de metal a lo largo del tiempo es de fundamental importancia
para desarrollar protocolos a mayor escala y poder disefiar sistemas econémicamente viables
[7]. Debido a esto, se caracterizo al proceso de remocion a diferentes tiempos de exposicion
de las algas, utilizando la dosis de biomasa Optima evaluada anteriormente para cada cepa
(seccion 111.6). Este ensayo se realizo con el objetivo de conocer si la capacidad de remocion
se ve afectada por el tiempo de exposicion a metal y asi determinar el tiempo minimo
necesario para obtener la maxima remocion. Ademas, la aplicacion de modelos cinéticos en
este estudio permitio determinar la velocidad de remocion de metal, establecer el tiempo
necesario para llegar a un estado estacionario y determinar el tipo de mecanismo

predominante en el proceso de remocién.

[11.7.1.Caracterizacion del efecto del tiempo de contacto sobre la remocion de
Ni2*

Para conocer el perfil de remocion de Ni%* de las cepas RR8, RR6 y P1 a lo largo del tiempo
se realiz6 un ensayo durante un periodo de 6 dias a una solucion de 55 mg L™ de Ni?* y a un
pH de 5.5. La remocidn de Ni?* se expresé tanto en términos de eficiencia de remocion (E%)

como de capacidad de remocion (q).

En la Figura 15 se grafico la E% a lo largo de 3 horas (Figura 15.A) y 48 horas (Figura 15.B)
de ensayo. De acuerdo con estos graficos, los valores de E% aumentaron con el tiempo de
contacto, siendo la remocién muy rapida al principio del ensayo para las tres cepas evaluadas.
El proceso de remocidn consistié en un rapido incremento durante los primeros 30 minutos
logrando una remocién mayor al 65% de Ni?* en el caso de las cepas RR6 y P1, y
aproximadamente un 90% de E% para la cepa RR8. Luego de esta rapida remocion inicial,
para tiempos entre 30 y 180 minutos, ocurrié un incremento gradual y mucho mas lento,
donde se observa un leve aumento en el porcentaje de remocion. La cepa RR8 fue la Unica
que alcanzo un 100% de E% en un tiempo menor a 3 horas; después de este tiempo no se
observé ninguin incremento notorio en la captacion de Ni?*, obteniendo una capacidad de
remocion maxima (gmax) de 167.8 mg g* (Figura A.1l. 5, Anexo I1). Transcurridos 6 dias de
ensayo, RR8 mostr6 una disminucion de E% de 5.3% (8.9 mg g!) (Figura 16), lo que puede
deberse a una posible desorcion, y/o a liberacion de metal absorbido.
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Figura 15: Valores promedio de eficiencia de remocion porcentual (E%) de Ni?* de los cultivos a lo largo de A.
3 hs y B. 48 hs de tiempo de contacto. Condiciones de ensayo: 24 hs, 21 +0.1°C, fotoperiodo 12:12, agitacién
manual, volumen: 10 ml, Co de Ni?": 55 +1 mg L. Las barras indican + desvio estandar. Las letras iguales
indican que no hubo diferencias significativas (prueba de Tukey; a = 0.05, a > b). Los analisis estadisticos se
hicieron para cada cepa por separado, por lo que cada conjunto de letras corresponde a una cepa (RR6: a,b,c /

P1:g,h/RR8: d,e,f).
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En el caso de las cepas RR6 y P1, transcurridas 24 horas del inicio del ensayo mostraron una
biosorcion adicional, alcanzando una E% méaxima de 90.3% y un gmax de 190.3 mg g* para
RR6 y una E% maxima de 86% Y un gmax de 140.6 mg g* para P1 (Figura 15.B y Figura A.ll.
5, Anexo Il). La E% del metal comenzo6 a disminuir significativamente a las 48 horas de
ensayo, y continu6 hasta los 6 dias reduciéndose en un 34% (68.6 mg g') y 27% (43.3 mg g°
1 la E% de Ni?* para RR6 y P1, respectivamente (Figura 15.B, Figura 16 y Figura A.Il. 5
Anexo I1). Debido a esto, se decidio extender el experimento hasta los 10 dias para estas dos
cepas y asi evaluar si la captacion de Ni%* continuaba disminuyendo en este lapso. Asimismo,
se evalud la densidad celular de RR6 y P1 a los 6 dias de ensayo. La cepa P1 mantuvo su
densidad en 1x107 +6x10° cél mL™, mientras que RR6 tuvo una disminucion en su densidad
celular (2x107 +9x10* cél mL™?). Transcurridos los 10 dias de ensayo, RR6 no mostré una
disminucion significativa en su E%. Por el contrario, en el caso de P1, la E% incrementd un
10% (Figura 16).
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Figura 16: Valores promedio de la eficiencia de remocién porcentual (E%) de Ni?* de los cultivos a lo largo de
10 dias de tiempo de contacto. Condiciones de ensayo: 24 hs, 21 +0.1°C, fotoperiodo 12:12, agitacion manual,
volumen: 10 ml, Co de Ni?*: 55 1 mg L% Las. Las barras indican + desvio estandar. Las letras iguales indican
que no hubo diferencias significativas (prueba de Tukey; o = 0.05, a > b). Los andlisis estadisticos se hicieron
para cada cepa por separado, por lo que cada conjunto de letras corresponde a una cepa (RR6: a,b,c / P1: g,h /
RR8: d,e,f).
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Al concluir con el ensayo a los 10 dias, la apariencia macroscépica del cultivo celular de la
cepa RR6 estaba completamente cloréGtica, en cambio, la cepa Pl conservaba una
pigmentacion similar a la del inicio del ensayo (Figura 17). Por lo que se realizé una tincion
con safranina para evaluar muerte celular. Mientras que en la cepa P1 no hubo presencia de
células tefiidas, indicando la viabilidad del cultivo, en la cepa RR6 todas las células se tifieron
(imagenes no mostradas), revelando la muerte celular del cultivo. Por su parte, la cepa RR8

no mostré clorosis durante los 6 dias en los que transcurrio el ensayo.

Figura 17: Apariencia macroscOpica de cultivos de las cepas P1 (los 3 viales empezando de la
izquierda) y RR6 (los 3 viales empezando de la derecha) a 10 dias de ensayo en una solucién con
una concentracion inicial de 55 mg L Ni%*,

111.7.2.Modelos cinéticos de remocién

Los modelos cinéticos de pseudo-primer orden (PPO), pseudo-segundo orden (PSO) y de
Elovich fueron aplicados para interpretar y ajustar los datos experimentales de la cinética de
remocion de Ni%* en la biomasa algal de las tres cepas seleccionadas. El analisis fue realizado
recogiendo muestras hasta las 3 horas de ensayo. La eleccion de estos tiempos de contacto se
debe a que dentro de este lapso se pueden interpretar los datos mas exclusivamente asociados
a fendmenos de adsorcion a causa de los tiempos requeridos del proceso [122], pudiendo asi,
conocer la adsorcion inicial en la superficie celular del alga y el valor estacionario de
adsorcioén (ge) [24]. El estado estacionario se considero a las 3 horas, tal y como se informo
en trabajos anteriores [12,24,132] para las cepas RR6 y RR8, mientras que para Pl se

considerd hasta las 2 horas debido a que a las 3 horas presenté un cambio en los valores de g.

En primera instancia, se evalud el ajuste del modelo de difusion intraparticula, donde se
encontré que este modelo no ajustd para ninguna de las tres cepas (Ajuste lineal: R? < 0.4;
Ajuste no lineal: X?> > 1967, S.D.%. > 48%). Por lo que se prosiguié a analizar la

concordancia de los modelos cinéticos de PPO, PSO y Elovich con los datos experimentales
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por medio del ajuste lineal (Figura 18), evaluando el coeficiente de regresion lineal (R?), y el
no lineal, con los datos de chi cuadrado (X?) y la desviacion estandar porcentual (S.D.%).
Mismo asi, se graficd el valor de gt calculado por el modelo de Elovich (Ecu. (23)), por el
modelo de PSO (Ecu. (17)) y por el modelo de PPO (Ecu. (14)), y el valor de g experimental
para cada una de las cepas (Figura 19, 20 y 21). Los valores de los pardmetros de ajuste
obtenidos de los tres modelos, como asi también las constantes cinéticas calculadas, se

resumen en la Tabla 8.
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Figura 18: Aplicacion lineal de los modelos
cinéticos de (A) Pseudo-primer orden, (B) Pseudo-
segundo orden, (C) Elovich, para la remocion de
Ni2* a lo largo del tiempo en las cepas algales P1(0),
RR6 (2) y RRS (®).

8o+——F—————1——

En la cinética de la cepa RR8, el modelo de PSO present6 el mayor coeficiente de regresion
lineal (R?=0.999), indicando un buen ajuste de la ecuacion lineal a los datos experimentales
para la estimacion de los parametros del modelo (Figura 18.B y Tabla 8). Mismo asi, el valor
de g obtenido por PSO (ge.m2) tuvo una gran aproximacion al Qeexp. Si bien, al comparar los
valores de X2y %S.D. del modelo de PSO y de Elovich, ambos modelos presentaron un buen
ajuste, este ultimo obtuvo valores mas bajos para los dos estadisticos, lo que revela una mejor
concordancia con los datos experimentales (Tabla 8). En la Figura 19 se puede apreciar que el

modelo de Elovich proporciona un mejor ajuste a la curva experimental durante los primeros
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60 minutos de ensayo con respecto al modelo de PSO. En este sentido, el proceso de

remocion de Ni?* por parte de la cepa RR8 concierta mejor a los modelos de PSO y Elovich.

® Qtexp RR8
..... Qtmppo T qtmPsO === Qtm Elovich

P ahattutiad
-
_______
——
-
-
-

0 30 60 90 120 150 180
t (min)

Figura 19: Cinética de remocidn de Ni?* en la cepa RR8 con el ajuste de los modelos cinéticos de PPO, PSO y
Elovich. Los puntos representan el valor promedio de la capacidad de remocién ‘g’ de Ni?* de los cultivos de
RR8 (®). Las lineas representan el ajuste de los diferentes modelos cinéticos. Las barras indican + desvio

estandar.

En el caso de la cepa P1, el modelo de PSO presentd el mejor ajuste lineal (R? = 1) (Figura
18.B) y no lineal, puesto que obtuvo los valores mas bajos para ambos estadisticos (X2 y
%S.D.). Aunque el modelo de Elovich también alcanzd un buen ajuste no lineal a los datos
experimentales (Tabla 8). En la Figura 20 se puede observar que los datos de gtexp S€ ajustan
alternadamente a los valores de g calculados por medio de estos dos modelos. Por su parte, el
valor teorico de ge.m2 Se asemejo con el valor de geexp (Tabla 8). Segun los datos alcanzados,
se establecié que tanto el modelo de PSO como el de Elovich describen la cinética de

remocion de Ni?* de la cepa P1 dentro del intervalo de tiempo analizado.
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Figura 20: Cinética de remocion de Ni%* en la cepa P1 con el ajuste de los modelos cinéticos de PPO, PSO y
Elovich. Los puntos representan el valor promedio de la capacidad de remocién ‘g’ de Ni?* de los cultivos de
P1 (O). Las lineas representan el ajuste de los diferentes modelos cinéticos. Las barras indican + desvio
estandar.

Para la cepa RR6, el modelo de PSO presentd el mejor ajuste lineal (R?>= 0.999) (Figura
18.B). Mientras que el modelo de Elovich obtuvo el mejor ajuste no lineal (Figura 21),
obteniendo los valores més bajos para los estadisticos de X?y %S.D., lo que muestra un alto
grado de correlacion entre los datos experimentales y los datos tedricos predichos por el
modelo. Por su parte, el valor de ge.m2 fue muy cercano al valor de geexp (Tabla 8). Por lo que
se puede concluir que el modelo de PSO y el de Elovich son los més indicados para describir

la cinética de remocion de Ni?* de la cepa RR6 en todo el intervalo de tiempo analizado.
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Figura 21: Cinética de remocién de Ni%* en la cepa RR6 con el ajuste de los modelos cinéticos de PPO, PSO y
Elovich. Los triangulos representan el valor promedio de la capacidad de remocién ‘q’ de Ni%* de los cultivos
de RR6 (4). Las lineas representan el ajuste de los diferentes modelos cinéticos. Las barras indican + desvio

estandar.

El modelo de PPO no fue adecuado para describir a ninguna de las curvas evaluadas,
obteniendo valores muy bajos de R?, valores muy altos de los estadisticos X? y %S.D., y
valores de gem: mucho menores a 1os Qe.exp (Tabla 8). En conclusién, los modelos de Elovich
y de PSO describen de mejor forma el proceso de adsorcion de Ni?* en las cepas RRS8, P1y

RR6 en las condiciones de ensayo evaluadas y para el tiempo de contacto analizado.
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Tabla 8: Parametros de los modelos cinético de remocién de Ni%* por las cepas RR6, RR8 y P1. Modelo de
pseudo primer orden (PPO): ki (min?) constante de velocidad de PPO, dem: (Mg g*) capacidad de remocién
estacionaria calculada por modelo PPO; Modelo de pseudo segundo orden (PSO): k2 (g mg™ min) constante de
velocidad de PSO, gem2 (Mg g): capacidad de remocion estacionaria calculada por modelo PSO, h (mg g* min-
1) velocidad inicial de remocién; Modelo de Elovich: B (g mg™) constante de desorcién, a (mg g min?) es la
velocidad de sorcidn inicial, t, constante de tiempo del modelo (min). Generales: Qeexp (Mg g) capacidad de
remocion experimental estacionaria, Co (mg L) concentracién inicial de Ni?*, X? estadistico chi cuadrado,
S.D.% desvio estandar porcentual.

Modelos / Cepas
Parametros RR8 P1 RR6
Co Ni?* 55+ 1 55+ 1 55+ 1
Ge.exp 166.85 108.09 142.36
. Qe.m1 40.25 17.72 43.35
§ _ ke 0.026 0.0684 0.040
T 5 R? 0.719* 0.660* 0.879*
30 x 9717.92 4980.54 3942.32
€ sD% 6081 62.35 57.27
e.m2 167.48 108.34 143.28
3 ko 0.0034 0.0251 0.0046
S c h 96.16 294.68 94.27
§ ‘5 R? 0.999* 1* 0.999*
2 X2 5.58 0.06 1.01
“ sD% 484 0.69 2.40
B 0.171 0.375 0.136
a 6.176 x10'° 1.412 x106 1.340 x107
St 9.444 x10™ 1.890 x1016 5.495 x1077
g R 0.846* 0.861* 0.937*
X? 0.428 0.08 0.294
S.D.% 1.436 0.78 1.275

* estadisticamente significativo (o = 0.05)
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1V.Discusion

La contaminacidon por metales se da, en general, como consecuencia de la deposicion de
aguas residuales de diversas industrias con escaso 0 nulo tratamiento [133]. Los metales se
acumulan en el ambiente perturbando a una gran variedad de seres vivos [134]. Las algas
unicelulares, principales productores primarios en ecosistemas acuaticos, son recurrentemente
afectadas por la presencia de concentraciones anormales de metales [135]. Existen muchas
algas que habitan cuerpos de agua contaminados que poseen la capacidad de adsorber y/o
acumular grandes cantidades de estos elementos, reduciendo asi, la biodisponibilidad en el
medio y, por ende, su toxicidad [11,136,137]. Por lo que se han aplicado varias especies de
algas unicelulares para procesos de remediacion, entre ellas, los géneros Chlorella spp. y
Scenedemus spp. han sido estudiados en numerosas ocasiones [138], mostrando buenos

resultados para la remocion de distintos iones metalicos [43,61-63,139].

La caracterizacion de la biomasa algal es til para evaluar su efectividad como remediador y
comprender el o los mecanismos involucrados en el proceso de remocion [140]. En este
trabajo, se investigo la posibilidad de utilizar distintas cepas aisladas de sitios contaminados,
identificadas como Chlorella sp. y Scenedesmus sp., para la remocion de Ni?* en soluciones
acuosas. Este estudio se centr6 en evaluar la potencialidad de remocion de Ni?* de las
distintas cepas, caracterizar su crecimiento celular, el efecto de la dosis de biomasa y el
tiempo de contacto sobre la remocidn de metal y, a su vez, estudiar el proceso de biosorcion

en términos de modelos cinéticos de aquellas cepas mas prometedoras.

IV.1.Evaluacién de la eficiencia y capacidad de remocion de Ni?* para la
seleccion de cepas algales

Al realizar los ensayos de remocion de metal, todas las cepas analizadas mostraron altas
eficiencias de remocién (E%), alcanzando valores entre 74.6 y 100%, en una solucion con
una concentracion inicial (Co) de 25 mg L™ de Ni?* y a un pH de 5.5 (Figura 7.A). Los
valores obtenidos son comparables y, en algunos casos mayores, con respecto a otros trabajos
que estudiaron la remocion de Ni?* utilizando Chlorella sp. y Scenedesmus sp.
[37,69,71,141-145] (Tabla 9). Por ejemplo, se informé una remocion del 80.2% de Ni%*
utilizando biomasa viva de C. vulgaris a una Co de 50.5 mg L™ [146]. Mientras que en una
solucion con una Co de 100 mg L™, donde también utilizaron biomasa viva de esta especie,
reportaron una E% de Ni?* del 52% [144]. Por su parte, en otro trabajo encontraron una E%
del 68.7 y 52.2% para una solucién con una Co de 24.6 y 52.7 mg L de Ni?,
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respectivamente, utilizando biomasa seca de C. vulgaris [17]. Asimismo, empleando una
cepa distinta de C. vulgaris se logré remover un 54.4% de Ni?* (Co = 29.4 mg L) [147]. En
otro estudio probaron la remocion de Ni?* para distintas especies de algas unicelulares,
alcanzando entre un 50 — 70% de E% para diversas cepas vivas de Chlorella (C. miniata, C.
vulgaris, C. sorokiniana, Chlorella sp.) y un 99% por parte de S. quadricauda, a una Co de 30
mg Lt de Ni?* [148]. Por otro lado, un trabajo mostré un 40% de remocion de Ni?* por parte
de una cepa de S. quadricauda partiendo de una solucion con una Co de 8 mg L, mientras
que la misma alga fue capaz de remover un 98% en una solucion con una Co de tan solo 2 mg
Lt de Ni%* [149].

En este trabajo, las cepas mas prometedoras, RR8, RR14, RR6 y P1 (E% = 100%) dejaron
una concentracion residual en solucion menor a 0.01 mg L™ de Ni?*. Este valor se encuentra
muy por debajo de los limites para descarga de efluentes industriales y mineros que rigen en
la Argentina [97,98], tanto asi, que se encuadra dentro de los niveles guia de calidad de agua
para los seres vivos [95,96]. Lo cual resulta extremadamente satisfactorio a la hora de
desarrollar tecnologias para el tratamiento de efluentes y/o lixiviados contaminados con Ni?*

aplicando estas cepas.

Al aumentar la concentracion de 25 a 55 mg L™ de Ni?* para las cepas mas eficientes (RR14,
P1, RR8 y RRG6), las mismas presentaron E% similares o un tanto menores (=~ -10%) a las
exhibidas a menor Co de metal (Figura 7.B). La disminucion en la E% a altos valores de Co de
iones metalicos se ha manifestado en muchos estudios [146,147,150,151]. La E% de metal
por la biomasa algal se incrementa inicialmente al aumentar la Co del mismo, hasta alcanzar
un punto donde los sitios de union de la superficie algal se saturan, por lo que quedan sin
remover una gran cantidad de iones en la solucién. Mientras que, a menores Co de metal, la
gran mayoria de los iones interactdan con los sitios de unién facilitando el 100% de remocion
[12,37]. Por ejemplo, Manzoor et al. observaron que al aumentar la Co de Ni?* de 50.5 a 100
mg Lt la E% de C. vulgaris se redujo fuertemente de =75% a menos del 40% [146]. Mismo
asi, al trabajar con células vivas, una mayor exposicion al metal puede producir efectos
toxicos sobre las algas, afectando la E% [5,15,115]. Se ha visto que el Ni** puede provocar
disrupciones en la membrana celular, estrés oxidativo e inhibir las actividades enzimaticas de
las células [134,152-154].

En cuanto a la capacidad de remocion (q), las cepas presentaron una gran variabilidad

alcanzando valores de remocion entre 29 y 113 mg g* para una Co de 25 mg L™ de Ni?*
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(Figura 8.A). Estas diferencias en la capacidad de captacion de los iones metalicos pueden
deberse a propiedades intrinseca de las algas, como por ejemplo: la estructura celular, la
presencia de distintos grupos funcionales de la pared, el area superficial efectiva para la
captacion de iones, la capacidad de acumulacion intracelular, entre otras. A su vez, todos
estos factores dependen en gran medida del género y especie algal pertenecientes
[14,26,145,155]. Particularmente en este trabajo, la variabilidad encontrada en los valores de
g no puede atribuirse a diferencias entre los dos géneros analizados. Siendo que las
condiciones del ensayo se mantuvieron constantes y se utilizd la misma cantidad de biomasa
para Chlorella sp., el valor de q varié notoriamente de acuerdo con la cepa evaluada, mismo
asi ocurrié entre las cepas de Scenedesmus sp.. Por este motivo, podemos decir que q depende
de la cepa empleada, pero no particularmente del género algal probado. Por su parte, hubo
una clara diferencia en los valores de g entre las cepas aisladas del Rio Reconquista (RR) y
del humedal del CTP, siendo significativamente mayor en todas las cepas del RR (Figura
8.A). Las cepas pertenecientes al humedal del CTP mostraron una notable tendencia a la
agregacion. La agregacion algal produce una disminucién en la remocion, debido a que se
reduce la superficie efectiva de adsorcion del alga [38,11]. Sin embargo, para poder sacar
conclusiones mas fehacientes sobre a qué se debe esta diferencia en los valores de q entre las
cepas de los dos sitios de aislamiento, es necesario el conocimiento estructural y de la
composicion de la superficie celular de las algas, asi como la comprension del mecanismo de
remocion de metal de cada cepa, lo que requiere de una investigacion mas exhaustiva
[65,134,156,157]. Este trabajo no evalud el destino de los iones metalicos en las células
algales. A futuro se planea caracterizar, mediante la realizacién de analisis por TEM
(microscopia electronica de transmision), la eventual acumulacion de metal en el interior
celular [139]. Mientras que, se identificaran los grupos funcionales de la superficie celular
capaces de interactuar con los iones metélicos, por medio de un estudio FT-IR
(espectroscopia de transmision de infrarroja por transformada de Fourier) [24,158], ya que
tanto la presencia, cantidad y variedad de los grupos funcionales influyen en la afinidad y
especificidad de los metales por las algas [159]. Asi también, se llevaran a cabo analisis
SEM-EDS (microscopia electrénica de barrido con detector EDS), para evaluar la adsorcion
de metales en la superficie celular y posible cambios en los caracteres morfoldgicos y

estructurales de la misma [160-162].

A partir de los resultados obtenidos en los ensayos de remocion, se seleccionaron las cepas

RR6 y RR8 por sus altos valores de E% y g en ambas concentraciones de Ni?* evaluadas, y se
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selecciond a la cepa P1 por su gran importancia en el proyecto de saneamiento del humedal
del CTP, dentro del marco de estudio del IEDS y CNEA. Por lo que estas tres cepas son
representativas de los dos géneros algales evaluados (RR6: Chlorella sp. y RR8, P1:
Scenedesmus sp.) y de los dos sitios de aislamiento.

Al analizar los datos de g se vio que la cepa RR6 no solo fue la méas prometedora del género
Chlorella sp., sino que también presento una remocion claramente mayor con respecto a las
cepas evaluadas de Scenedesmus sp., con una g de 113 mg g* y 231 mg g™* para una C, de 25
y 55 mg L de Ni?*, respectivamente (Figura 8.A). Si bien se ha visto una gran variabilidad
en los valores de g encontrados en la bibliografia, lo que probablemente refleje las diferencias
en las condiciones experimentales y/o de trabajo, la cepa RR6 obtuvo altos valores de
remocion de Ni?* en comparacion con otras cepas algales del género Chlorella sp.. Por
ejemplo, en un estudio hallaron una remocion de 20.1 mg g™* de Ni?* para biomasa seca de C.
vulgaris [163]. En otro trabajo, en el que también usaron biomasa seca de esta especie,
encontraron un valor de q de 31.2 mg g [164]. Afios después, los mismos autores realizaron
un nuevo trabajo utilizando biomasa viva de C. vulgaris, donde obtuvieron un valor de q
entre 16.9 - 27.5 mg g* de Ni?* [17]; mientras que otra investigacion reportd una remocion de
15.4 mg g* para esta misma especie viva [144]. El trabajo de Mehta et al. fue el Gnico estudio
encontrado en el que aplicaron biomasa viva de C. vulgaris para la remocion de Ni?* que
alcanzo un valor de remocion similar al de la cepa RR6, reportando una remocion de 165.5
mg g a una Co de 29.3 mg L de metal [165]. Por su parte, RR8 fue la que mostr6 el mejor
desempefio de las cepas analizadas pertenecientes a Scenedesmus sp., con un valor de q de
91.3 y 190 mg g para una solucion de una C, de 25 y 55 mg L de Ni?*, respectivamente.
Mientras que la cepa P1, también perteneciente al género Scenedesmus, fue la mas
prometedora dentro de las cepas aisladas del humedal del CTP, con un valor de g de 58 y 110
mg g* para las dos concentraciones probadas (Co = 25 y 55 mg L™ de Ni?*, respectivamente)
(Figura 8). Otros autores, al usar biomasa viva de S. quadricauda, encontraron una remocion
de 18.19 y 64.25 mg g* para C, de 20 y 40 mg L™, respectivamente (para ver detalles de las
condiciones experimentales de los ensayos nombrados ir a Tabla 9) [69]. Es interesante
destacar que cuando se compara la remocion de Ni?* con la de otros iones metalicos se
observa que el valor de g de Ni?* suele ser menor para una variedad de algas [38,71,146—
148,155,162,166,167]. Esta diferencia en la remocion podria deberse a caracteristicas propias

de cada elemento y/o sus diferentes toxicidades.
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Conforme a una revision exhaustiva de la literatura, se han encontrado pocas investigaciones
en los Gltimos afios que hayan estudiado la remocion de Ni?* por medio de la utilizacion de
algas unicelulares, més particularmente del género Scenedesmus. En la Tabla 9 se resumen
los valores de remocidn y las condiciones experimentales de diversos estudios que trataron la
remediacion de Ni?* utilizando algas de los géneros Chlorella y Scenedesmus. Cabe
mencionar que, por lo general, las investigaciones hacen uso de biomasa algal muerta,
atribuyendo la remocion Unicamente a un proceso de adsorcion [11,69,142,115,167]. Mismo
asi, ya que no hay una estandarizacion en el disefio experimental, ni en las variables del
sistema tales como el pH, la temperatura, el medio de cultivo, tiempo de contacto, etc., existe
una dificultad para evaluar y comparar los resultados alcanzados [14,168]. Por lo que, la
comparacion entre los valores de q obtenidos por las algas del presente estudio y otras algas
utilizadas en la literatura debe ser tomada con precaucion. No obstante, como ya fue
mencionado, las cepas algales estudiadas en este trabajo mostraron muy buenos resultados en

términos de remocion de Ni?*, siendo la mayor E% ~ 100% y obteniendo altos valores de q.
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Tabla 9: Comparacion de la eficiencia porcentual (E%) y capacidad (g (mg g%)) de remocién de Ni?* de las
cepas utilizadas en el presente estudio (PE) con diferentes cepas de algas unicelulares y tratamientos. Se
especifica la concentracion inicial (Co (mg L7)) de Ni?* utilizada, pH, temperatura (T° (°C)), el tiempo de
contacto (TC (minutos), a menos que indique en dias (d)) y la cantidad de biomasa usada (CB (g L™)).

Especie Tipo de biomasa Condiciones de ensayo E% ¢ Ref.
(tratamiento) Co pH T° TC CB

C. sorokiniana Vivae 50 5 23+#1 180 03g 51 20 [141]
inmovilizada
(matriz de alginato)

C. sorokiniana Seca 50 4- 25+2 120 25 nd. =29 [114]
Inmovilizada 5 1 ~ 38
(esponja de loofa)

C. vulgaris Viva 505 6 25 nd. nd. 80.2 n.d. [146]

C. vulgaris Viva 100 5 25 120 25 52 15.4 [144]
Seca 30 15.6
Inmovilizada 64 28.6

(algas en polvo +
matriz de alginato)

Chlorella spp.  Viva 30 45 26+1 300 5x10® 50- 27.5 [148]
cél 70
mL*
C. vulgaris Viva 29.3 55 25+2 180 0.1 nd.  165. [169]
5
Viva nd.  266.
pretratamiento HCI 5
0.1 mM
C. vulgaris Seca 246 45 25 1d 1 68.7 169 [17]
52.7 522 275
C. vulgaris Seca 424 45 25 120 1 nd. 312 [164]
C. vulgaris Seca 50 5 nd. 90 1 nd. 201 [163]
C. vulgaris Seca 424 45 25 1d 1 729 309 [149]
C. vulgaris Seca 294 55 25+1 120 2 544 7.9 [147]
58.7 nd. 139
S. quadricauda Viva 40 6 25 720 042 >66 64.3 [69]
mg L*
S. quadricauda Viva 30 45 26+1 300 5x10® 99 16.9 [148]
cel
mL*
S. obliquus Seca 259 45 25 1d 1 347 9 [145]
41.7 295 123
Scenedesmus  Viva 25 55 21 1d 030 100 913 PE
sp. (cepa RR8) 55 100 190
Scenedesmus  Viva 25 55 21 1d 047 100 58 PE
sp. (cepa P1) 55 91.2 110
Chlorella sp. Viva 25 55 21 1d 024 100 113 PE
(cepa RR6) 55 98.1 231

n.d. no disponible, referido a datos no reportados en las referencias originales.

Los resultados de este trabajo mostraron que al aumentar la concentracion inicial de Ni%* g

incrementd de forma proporcional (Figura 8). Esto es consecuente con lo que se ha
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encontrado en otros estudios, donde el aumento de la concentracion de iones metalicos
generd un incremento en capacidad de remocion de la biomasa [71,144,147,151,164]. La
cantidad de metal removido por las algas depende de su concentracion original en la solucion.
Se ha reportado que g aumenta inicialmente con un incremento en la concentracion de metal,
hasta que se alcanza el punto de saturacion de los sitios de union del alga después de superar
cierto umbral de concentracion [11,37,145]. Una Co de metal mas alta mejora la fuerza
impulsora para superar la resistencia de la transferencia de masa de los iones metélicos entre
la biomasa algal y la solucion, aumentando asi el valor de g [7]. Sumado a esto, el aumento
de la Co de iones metélicos genera un incremento en la probabilidad de colisiones entre estos
y los sitios de union de la biomasa, contribuyendo a mejorar el proceso de remocion
[144,169].

IV.2.Caracterizacion del crecimiento y tamafio celular

Las algas unicelulares son consideradas organismos con gran potencial biotecnoldgico, entre
otras razones, porque poseen altas tasas de crecimiento que permiten conocer en pocos dias la
densidad celular y el efecto causado por el agente toxico [14,170]. El estudio y la
caracterizacion del crecimiento celular de las algas es de vital importancia para comprender
la capacidad productiva a la hora de llevar a cabo procesos de remocion. Una baja densidad
celular en los sistemas de cultivos algales representa una limitacién para la produccion a gran
escala, generando un alto costo para la obtencién de la biomasa [171]. La evaluacién de la
remocion de metal de las algas debe ser complementado con estudios de crecimiento celular,
ya que no basta con que sean buenas remediadoras, sino que también deben poseer una buena
tasa de crecimiento [41]. En este trabajo se evaluo la tasa de crecimiento en fase exponencial
‘w’, la maxima densidad celular obtenida y la biomasa seca final (BST) de las 3 cepas
seleccionadas (RR6, RR8 y P1), asi como también se calculd el peso celular (PSTU) y la

relacion superficie/volumen (A/V) (Tabla6y 7).

Al analizar los resultados obtenidos, se observo que las curvas de crecimiento no mostraron
una fase de latencia (fase lag) (Figura 10). Por lo que la adaptacion al medio de cultivo
sucedid en un tiempo menor a 24 horas, a pesar de la baja densidad celular del in6culo. Otros
estudios también documentan una fase lag inexistente 0 menor a 24 horas [172-174]. Esto
puede deberse a que cuando el cultivo stock en crecimiento exponencial se transfiere al
mismo medio, en las mismas condiciones de crecimiento, suele no haber retraso y el

crecimiento exponencial comienza inmediatamente [32]. Asimismo, estd demostrado que
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tanto Chlorella sp., como Scenedesmus sp. tienen una rapida adaptacion a diversos medios de

cultivo y, particularmente, han mostrado un buen crecimiento en BBM [175-177].

La fase de crecimiento exponencial se desarrollé desde el primer dia de ensayo hasta el dia 5
- 6 (Figura 10 y Figura A.l. 4, Anexo 1). En diversos estudios esta fase se prolongé entre 3y
7 dias [157,173,174,178], dependiendo de las condiciones de cultivo y de las algas
empleadas. Durante este periodo, las células crecen y se dividen en funcion exponencial del
tiempo, ya que ni los nutrientes ni la luz son factores limitantes para la division celular [179].
En este trabajo se analizo el crecimiento celular en “batch”, el cual corresponde a un sistema
cerrado, por lo que el crecimiento exponencial es limitado. Diversos factores producen una
disminucion en la tasa de division celular, alcanzando una fase de crecimiento lineal, también
llamada de “desaceleracion”. La linealidad indica que el crecimiento de las algas se vio
limitado por algun factor externo a la capacidad intrinseca de las células para reproducirse
[180]. Al concluir la fase exponencial, las células se han multiplicado de tal manera que se
produce un efecto de sombreado entre ellas, obstaculizando la captacion de luz. Por lo
general, la falta de luz es el principal factor limitante, ya que la penetracion de esta es
inversamente proporcional a la concentracion celular [172,181]. En este estudio, la fase de
crecimiento lineal se extendio por >15 dias (Figura 10 y Figura A.l. 4, Anexo ). A partir de
este punto la tasa de crecimiento disminuy6 considerablemente; lo que pudo deberse a la
acumulacién de desechos toxicos excretados por las propias células que inhiben el
crecimiento, a limitaciones en la transferencia de masa de CO; y/o a que se agotaron
progresivamente los nutrientes esenciales del medio [32]. Por lo que el cultivo alcanzé su

méaxima concentracion celular, deteniendo su crecimiento y llegando a una fase estacionaria.

La fase estacionaria tuvo lugar a partir del dia 20 — 26 de cultivo aproximadamente (Figura
10 y Figura A.l. 4, Anexo 1). Similar a lo reportado por Quevedo et al. y Kumar et al, donde
esta etapa dio inicio entre los dias 20 y 30 de cultivo para una cepa de Scenedesmus sp. y una
de C. vulgaris, respectivamente [182,183]. Esta fase se caracteriza porque no hay aumento o
disminucion neta en la densidad celular, ya que los procesos de divisién y muerte celular se
equilibran entre si y, por lo tanto, la tasa de crecimiento de la poblacion es cero [32]. La fase
estacionaria tuvo una duracion >14 dias, mientras que la obtenida por Kumar et al. y Mehta et
al. se extendié por un maximo de 10 dias aproximadamente, alcanzado una fase de
declinacion celular a los 40 y 20 dias de cultivo, respectivamente [157,183]. La viabilidad de

las células eventualmente disminuye y comienzan a morir mas de las que se dividen, lo que
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es causado por las condiciones desfavorables del medio [32]. Esta fase de muerte celular se
vio Unicamente en la cepa P1, donde se pudo apreciar clorosis a los 40 dias de iniciado el
ensayo (Figura 11); mientras que para las cepas RR8 y RR6 el ensayo culmind antes de
alcanzar la etapa de declinacion.

La tasa de crecimiento exponencial (i) mas alta fue alcanzada por la cepa RR6 (Chlorella
sp.) (u = 0.75) (Tabla 6). El tamafio es un factor fundamental en la ecologia de las algas. La
composicién bioquimica, el metabolismo y los procesos de crecimiento son dependientes del
tamafo celular. Las algas mas pequefias, tal como Chlorella sp., suelen alcanzar tasas
fotosintéticas mas altas, tienen tasas de crecimiento especificas mayores, y poseen un
transporte de nutrientes por unidad de biomasa mas veloz con respecto a los géneros méas
grandes, como es el caso de Scenedesmus sp. [26,32,62]. Esto Gltimo es producto de una
mayor relacion de la superficie celular con respecto al volumen (A/V). Entre las dos cepas de
Scenedesmus sp. evaluadas, P1 mostré una menor tasa de crecimiento con respecto a RR8 (u
P1 =0.443 / n RR8 = 0.561). Lo que sigue siendo consecuente con la diferencia de tamafo
entre estas dos cepas, donde P1 mostr6 un tamafo significativamente mayor que RR8 (Tabla
7). La relacion A/V siguid el orden inverso al tamafio, siendo la relacién de RR6 > RR8 > P1,
como era de esperarse. Hay que tener en cuenta que, asi como la morfologia esférica
unicelular caracteristica de Chlorella le aporta una mayor relacion A/V [32], el hébito de
agregado celular del género Scenedesmus, donde las células suelen encontrarse en cenobios
conformados por 2, 4 y hasta 8 células, reduce su superficie de adsorcion [37]. Por lo que las

cepas RR8 y P1 poseen una relacidén A/V efectiva menor a la expresada en la Tabla 7.

Cabe destacar que la cepa P1 presentd mayor dificultad a la hora de realizar los recuentos
celulares debido a su gran capacidad de agregacion. Lo que también podria haber influido en
su menor tasa de crecimiento y menor densidad celular con respecto a la cepa RR8, que
acarrearon, a su vez, una menor produccion de BST final (Tabla 6). Como fue discutido con
anterioridad, la agregacion celular disminuye la superficie efectiva de contacto entre el alga 'y
la solucion [26]. En este sentido, puede existir una reduccion, entre otras cosas, de la difusion
de gases y la capacidad de absorcion de nutrientes [32]. Por otra parte, puede que la
agregacion de las células exacerbe los fenomenos de sombreado, donde las células del

interior del agregado no reciban luz.

Debido a que la adsorcion es un fenomeno de superficie, las diferencias de tamafio y relacion

A/V halladas entre las algas evaluadas se pueden corresponder con los altos valores de g que
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obtuvo la cepa RR6 en los ensayos de remocion de Ni2* con respecto a las cepas RR8 y P1
(Figura 8). Mismo asi, RR8 presenta un menor tamafio y una mayor relacion A/V que P1
(Tabla 7), lo que podria explicar, al menos en parte, su mayor q al presentar mayor superficie
efectiva de adsorcion.

A partir de los datos obtenidos, se evalud la densidad celular méaxima, la produccion de BST y
el PSTU para las cepas RR6, RR8 y P1 (Tabla 6 y 7). En este sentido, la cepa RR6 alcanzd
concentraciones celulares mucho mayores, lo que era de esperarse debido a su mayor p. Sin
embargo, a pesar de la alta densidad celular alcanzada, la produccion de BST fue
significativamente menor con respecto a las dos cepas de Scenedesmus. Con frecuencia,
cepas algales que proporcionan concentraciones celulares mayores a otras, no presentan una
produccién de biomasa superior, esto se debe a cambios en el peso celular [72]; lo que es
consecuente con el bajo valor de PSTU y el pequefio tamafio de RR6. Por su parte, RR8
obtuvo la mayor produccién de BST entre las tres cepas evaluadas, a pesar de que su T fue
mayor y su densidad celular final fue menor que la obtenida por RR6. La cepa RR8 alcanz6
una concentracion celular final 2.5 veces mayor que P1, mientras que el valor de BST fue solo
1.6 veces mayor (Tabla 6). Esto se corresponde con un mayor PSTU por parte de la cepa P1
(57% mas), en linea con un mayor tamafo celular (Tabla 6 y 7). Es importante tener en
cuenta que el tamafio no es razon suficiente para explicar la diferencia del PSTU, sino que
también, puede haber otros factores como la acumulacion de lipidos u otros compuestos que

afecten significativamente el peso.

Los valores de u para algas unicelulares en cultivo autotrofico suelen darse en el rango de 0.2
- 0.7 dia* [178]. En la bibliografia se hallé una gran variabilidad en las tasas de crecimiento
exponencial para una misma especie algal, al igual que en los valores de produccién de BST.
Debido a que la tasa de crecimiento estd influenciada por las condiciones del medio (pH,
temperatura, luz, composicion del medio de cultivo, agitacién, etc.), asi como por las
caracteristicas genéticas del propio organismo [32,33], los valores de p pueden diferir

ampliamente.

El valor de p alcanzado en este trabajo por la cepa RR6 fue similar al reportado por Zheng et
al. para C. sorokiniana, donde encontraron un crecimiento de 0.73 + 0.05 dia™! (medio de
cultivo Kuhl, 27°C, volumen de 0.25 L, luz continua a 150 pmol m~2 s, densidad celular
inicial de 2x10° cél mL™ y suplementado con aire con 0.9% CO; a una tasa de 0.08 L min™)
[172]. Sin embargo, la densidad celular final fue de 261 +29 x108 cél mL*, mucho mayor que
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la alcanzada por la cepa RR6 (46.3 +1.3 x10° cél mL™). La mayor densidad celular puede
atribuirse a la adicion de burbujeo con CO., que aumenta la homogeneizacion del sistema y
facilita el intercambio de gases [184], y a una exposicion luminica continua, ya que en los
cultivos autotroficos la falta de luz es uno de los factores limitantes mas importantes [181].
Ademas, el inoculo algal fue mucho mayor que el empleado para el cultivo de RR6 (1x10° cél
mL1). La cantidad de in6culo utilizada es una de las variables que determina tanto el valor de
i como la duracion de las fases de la curva de crecimiento [170]. Otros autores cultivaron
Chlorella sp. en aguas residuales, encontrando valores de p entre 0.412 - 0.948 dia®
(volumen: 100 mL, 25 + 2°C, 200 pmol m? s con luz continua, 100 rpm) [174]. En este
trabajo tampoco fue observada una fase lag y la fase exponencial tuvo una duracion de 3 a 4
dias, un tanto mas corta que lo evaluado para la cepa RR6. Mientras que en otro estudio,
obtuvieron un valor de p mucho menor, de 0.278 + 0.001 dia™, al cultivar C. vulgaris en
BBM (volumen de cultivo de 25 mL, 25 + 3°C, luz continua a 80 pmol m? s, agitacion de
150 rpm y una concentracion inicial de 1.18 x10% cél mL™) [175]. Estos autores alcanzaron
una concentracion celular maxima de 3x108 + 6 x10° cél mL™ en el dia 12 de cultivo, y una
BST final de 1.42 + 0.01 g L, siendo ambos parametros extensamente mayores que los
obtenidos por RR6 a pesar del menor valor de p, lo que puede ser producto de la alta
densidad celular del inéculo algal. Por su parte, en un estudio realizado por Kumar et al.,
consiguieron una BST final de 0.332 g L a los 30 dias de cultivo de C. vulgaris (medio de
cultivo Fog’s , 17:7 hs de fotoperiodo, 35°C, volumen 200 mL) [183], menor a la obtenida
por la cepa RR6 a un tiempo de cultivo comparable (0.446 g L1).

Al comparar los pardmetros de crecimiento obtenidos por las dos cepas de Scenedesmus sp.
(P1 y RR8) con la bibliografia, se hallaron mayores valores mayores de p. Por ejemplo, un
estudio reportd un crecimiento de 0.76 dia! (medio BG11, 25°C, volumen 0.2 mL,
concentracion celular inicial 6.5x10° cél mL™, intensidad luminica 60 umol m? s en un
periodo de 14:10 hs) [22]. Esta diferencia puede deberse a contrastes en las condiciones
experimentales, entre ellas se destacan la menor intensidad de luz y una densidad del in6culo
mucho mayor, respecto a las utilizadas en este ensayo. Asimismo, Toranzo et al. también
obtuvieron valores de u mayores a los alcanzados por RR8 y P1, entre 0.6 - 0.7 dia™* para dos
cepas de S. dimorphus. y un tiempo de duplicacion (T2) de 1 dia bajo condiciones
experimentales similares (BBM, densidad del indculo 1x10° cél mL, volumen de 100 mL,
21 °C, 80 umol fotén m? sty 14 h de fotoperiodo) [185]. Mientras que en otro trabajo, el

maximo valor de p obtenido para Scenedesmus acutus fue de 0.38 dia®, con un T. de 2.62,
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una densidad final de 29.0 + 2.1 x10° cél mL™ y una BST de 0.25 + 0.02 g L (medio de
cultivo 1/2 SS, densidad indculo de 3.50 + 0.47x10° cél mL™, 23 — 25°C, 80 umol m? s,
12:12, y un flujo de aire de 4 L/min (1.1 atm)) [21]. La densidad celular obtenida por estos
autores fue similar a la presentada por la cepa RR8 (27.6 +1.4 x10° cél mL™?); no obstante, la
produccién de biomasa seca fue significativamente menor (Tabla 6), lo que podria indicar
una diferencia en el valor de PSTU entre estas cepas, siendo RR8 mas pesada. Por su parte,
Quevedo et al. reportaron para Scenedesmus sp. una cantidad de biomasa ain menor a la
obtenida por la cepa P1, BST de 0.408 + 0.027 g L (in6culo de 0.2 g L, temperatura
ambiente de 25 + 3 °C, fotoperiodo 12:12 hs, intensidad luminica de 12 pmol m? sty
agitacion de 200 rpm) [182], lo que pudo deberse a la baja exposicion luminica impartida en

el experimento.

En este trabajo se observo una variabilidad marcada en la densidad celular diaria entre las
réplicas de cada cepa, lo que puede atribuirse, en parte, a que el ensayo de crecimiento se
Ilevé a cabo a temperatura ambiente, durante una época de mucha fluctuacion a lo largo del
dia, particularmente entre el dia y la noche, por lo que la temperatura no fue constante a lo
largo del experimento. La temperatura es uno de los factores mas sensible para el crecimiento

de las algas unicelulares y las actividades metabdlicas en las células [22,184].

Mas alla del potencial de crecimiento intrinseco que pueda presentar cada cepa, la
optimizacion de las condiciones de cultivo, para obtener la mayor densidad celular posible,
tiene un gran peso a la hora de usar algas en sistemas de industrializacion para lograr el nivel
de eficiencia deseado [15]. El objetivo de este trabajo no trato la optimizacién de las
condiciones de crecimiento para conocer la produccién autétrofa méaxima, por lo que no
podemos descartar que frente a otro medio de cultivo u otras condiciones experimentales la

cepa P1 muestre mejores tasas de crecimiento que la cepa RR8.

IV.3.Caracterizacion del efecto de la dosis de biomasa algal sobre la
remocién de metal.

La cantidad de biomasa algal es un factor que afecta fuertemente la remocion de metal [11].
El tamafio del indculo también puede influir en la toxicidad que generan los metales sobre las
células algales individuales [26]. La respuesta fisioldgica de las distintas cepas puede variar
debido al estrés ocasionado por el metal, su tolerancia y el porcentaje de células vivas [170].

La dosis de biomasa Optima, es decir, la menor concentracion de algas a la que se obtiene la
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mayor remocion de metal posible, es un parametro sustancial para determinar el potencial de

remediacion de las algas.

La remocion de Ni?* por parte de las cepas RR6, RR8 y P1 fue evaluada a distintas
densidades celulares iniciales (0.25 x10” — 2.5 x10” cél mL™). Los resultados mostraron que
la concentracion de algas afectd fuertemente la cantidad de metal removido de la solucion,
donde se observo un aumento de la E% en funcidn del incremento de la dosis de biomasa
(Figura 14). Esto puede atribuirse a que, conforme aumenta la cantidad de algas, existe una
mayor superficie de contacto que produce, a su vez, un aumento en la disponibilidad de sitios
de union para los iones metélicos. Mismo asi, se ha estudiado que una concentracion de
biomasa mas alta proporciona un incremento en las reacciones electrostaticas y en las
interacciones entre los sitios de union, favoreciendo la remocion [12,13,37]. Sin embargo,
algunos trabajos observaron que la E% disminuye con el aumento excesivo de biomasa. Esto
se debe a limitaciones en la movilidad i6nica y a la agregacién parcial de las células algales,
lo cual ocasiona una disminucion del &rea de superficie efectiva para la biosorcion [62,11]. El
decrecimiento de la E% no fue observada dentro de las dosis de biomasa evaluadas en este

trabajo (Figura 14).

Al analizar el efecto de la biomasa algal sobre la remocion del metal en funcion de la
cantidad de biomasa seca (expresada en g L) se pone en evidencia la gran diferencia que
existe en los valores de PSTU entre cepas (Figura 14, Tabla 6). Por lo que, bajo una misma
densidad celular, la biomasa de P1 fue significativamente mayor que la de RR8 y RR6
(Figura 14). La cepa P1 mostr6 una marcada disminucion en la E% a medida que la dosis de
biomasa se redujo, lo que podria deberse a su mayor tamafio celular, menor relacion A/V y a
su caracteristica de agregacion celular que produce una reduccion de su area de superficie

tridimensional para la remocion [26,114].

En el caso de la cepa P1 se obtuvo una relacion lineal del aumento de la E% con respecto a la
dosis de biomasa (R? = 0.97) (Figura 14). Mientras que para la cepa RR8 se observé una
tendencia decreciente de los valores de E% a dosis de biomasa mayores. Siendo que, al
incrementar de 0.5x10” a 1x10" cél mL™ (0.15 2 0.30 g L) se removi0 tan solo un 15.7% maés
de Ni?* (Figura 14). Esto es consecuente con una posible saturacion de los sitios de adsorcion
y/o procesos de agregacion de la biomasa que resultan en una disminucion del area
superficial efectiva de biosorcion [26,51]. Sin embargo, RR8 alcanz6 una E% maxima a la

mayor dosis empleada. Asimismo, la cepa RR8 obtuvo valores més altos de E% que la cepa
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P1 para todos los tratamientos. Como se mencion6 con anterioridad, el mayor tamafio y la
menor relacién A/V de P1 podrian explicar estos resultados. Por su parte, la cepa RR6 mostrd
un salto en la E%, de 72% a 100% al pasar de 2x10" a 2.5x107 cél mL™ (0.19 a 0.24 g L}),
mostrando una tendencia tipo sigmoidea en el aumento de la E% (Figura 14). Las tres cepas
obtuvieron la mayor E% a la maxima dosis de biomasa evaluada; donde RR8 y RR6
alcanzaron un 100% y P1 un 91.2% de E%. Por lo que se puede asumir que las densidades
celulares evaluadas estaban dentro del punto critico para obtener la mayor remocion,
infiriendo que a partir de estas dosis se alcanza la maxima cantidad de sitios disponibles para

obtener la mayor remocion de Ni?*.

Muchos autores han investigado el efecto de la dosis de biomasa algal sobre la remocion de
metal [12,40,46,62,140,67,115,151,186,187]. La bibliografia muestra que el aumento de la
concentracion de biomasa seca de S. quadricauda de 0.05 a 0.7 g L™ produjo un aumento de
18.3% a 64% para Cd?* y de 31.9% a 95% para Pb?* [140]. En un estudio evaluaron el efecto
de diferentes dosis de biomasa seca de C. vulgaris sobre la biosorcion de Cr*3 en efluentes
industriales, variando el inoculo de 0.2 - 2.0 g L. Los datos revelaron que la biosorcion
incremento con el aumento de la cantidad de biomasa, mostrando una dosis éptimaa 1 g L™,
con un 80% de remocion a 4 hs de ensayo, y se volvio constante a dosis mas altas de biomasa
[67]. En otro caso, probaron distintas concentraciones de biomasa seca de C. vulgaris, entre
0.5 -2 g L, para examinar el efecto sobre la remocion de Cd?* a una Co de 100 mg L*. Aqui
observaron un aumento de la biosorcion de metales al incrementar las dosis de biomasa,
alcanzando la saturacion a 1 g L™ (=78% E%) [183]. Asimismo, en una investigacion en la
que utilizaron C. sorokiniana y S. quadricauda para la remocion de Ni?*, encontraron un
53.3% y un 99% de E%, respectivamente, para una densidad celular inicial de 5x10% cél mL*
(Co =30 mg L?) [148]. La E% de S. quadricauda es comparable con las obtenidas por RR8'y
P1, sin embargo, la densidad celular inicial usada en el presente trabajo fue mucho menor
(1x107 cél mL™). Por su parte, Chlorella sp. (RR6) obtuvo una E% del 100% a una densidad

celular inicial significativamente menor (2.5x107 cél mL™).

La obtencion de una gran E% de metal a la menor dosis de biomasa posible describe la
aplicabilidad industrial del proceso a un bajo costo [62]. Otros trabajos que han evaluado
diversas especies de algas unicelulares para la remocion de metales utilizaron dosis de
biomasa ampliamente mayores a las empleadas en este estudio, de alrededor 1 g L%,

obteniendo E% comparables y/o menores (Tabla 9) [51,67,183]. Por lo que es importante
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destacar el gran potencial de remocidén que mostraron las cepas RR6, RR8 y P1 para la
remocion de Ni?* a dosis de biomasa relativamente bajas. En este sentido, las dosis de
biomasa dptima para la remocion de Ni%* seleccionadas fueron 0.30, 0.47 y 0.24 g L™ para
RR8, P1y RR6, respectivamente; correspondiendo a una densidad celular de 1x107 cél mL*

para las dos cepas de Scenedesmus sp. y 2.5x107 cél mL™* para Chlorella sp. (Figura 14).

IV.4.Efecto del tiempo de contacto sobre la remocion de metal

El tiempo de contacto entre la biomasa algal y los iones metalicos juega un rol fundamental
en su remocion [13]. El tiempo de contacto éptimo, es decir, el menor tiempo requerido para
lograr la maxima remocién de metal, es uno de los factores clave para saber si la biomasa
algal tiene potencial como remediador para desarrollar protocolos a mayor escala [12]. Una
cepa algal ideal debe poder remover una gran cantidad del metal de la solucion en un tiempo
relativamente corto [3,62].

En el presente estudio, tras la exposicion de las cepas RR8, RR6 y P1 a una solucién con una
Co de 55 mg L de Ni?*, el curso temporal de la remocion mostré dos fases: una remocion
inicial muy réapida en los primeros 5 minutos de ensayo, seguida de una remocion mas lenta y
gradual hasta las 3 horas (Figura 15.A). Esto coincide con trabajos anteriores que han
observado el mismo comportamiento de remocion para diversos iones metalicos en distintos
tipos de biomasa [40,62,63,114,121,132,148,157,160,164,168,186]. Por ejemplo, una cepa
viva de S. quadricauda redujo un 97% de Ni?* de la solucién en los primeros 5 min de
contacto (Co = 30 mg L), alcanzando un 99% de E% después de 90 minutos [148]. Este
patrén de remocién puede deberse a que los sitios de union de la superficie celular se
encuentran, en primera instancia, disponibles y la concentracion de iones metalicos en el
medio es relativamente alta. En consecuencia, la tasa de adsorcion aumenta rdpidamente en la
etapa inicial. Gradualmente, los sitios de unién se saturan, lo que da como resultado una
disminucion en la tasa de remocion a medida que la competencia entre los iones metalicos

por los sitios de union restantes se intensifica [12].

La rapida captacion de los iones de Ni?* que alcanzaron las cepas evaluadas sugiere que la
remocion se produjo principalmente por mecanismos de adsorcion [188]. Lo que concuerda
con informes previos que demuestran una mayor proporcion (= 70 - 90%) de iones metalicos
en la superficie celular en comparacion con la fraccion intracelular [9,11,156,157,187]. Sin

embargo, al trabajar con células vivas no se puede descartar que la acumulacion intracelular
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cumpla un papel en la remocion del metal [15]. A menudo, se ha visto que la biosorcién se
produce en dos etapas, que consisten en una rapida adsorcion en la superficie del alga seguida
de una lenta absorcion al interior celular [39,46,67,169,189]. También se ha reportado que
ambos procesos pueden ocurrir simultdneamente [65]. Por ejemplo, en un estudio observaron
que la adsorcién a la superficie celular contribuyé alrededor de un 80% en la remocion total
de Ni?* por C. vulgaris, saturando su capacidad de adsorcion en tan solo 10 minutos de
contacto; mientras que la captacion intracelular aument6 a una velocidad casi constante hasta

los 30 minutos de exposicion, y luego disminuyd su tasa de absorcion [157].

Al analizar el patron de remocion de las algas evaluadas a lo largo del tiempo de exposicion,
se puede observar que la cepa RR8 presentd una curva de remocién tipica de la bibliografia
[34,190,144]. La cepa RR8 removié casi todo el metal suplementado a los 120 minutos de
exposicion al Ni%*, alcanzando una E% y g maximas (100% y 167.8 mg g*') que
permanecieron constante hasta casi el final del ensayo (Figura 15). Por lo que se puede
indicar que el tiempo de contacto Optimo es de 120 minutos. En otros estudios se ha
informado que la capacidad de biosorcién podria alcanzar normalmente un tiempo éptimo
durante los primeros 120 - 180 minutos [7,13,69,115,140,144].

Por su parte, las cepas RR6 y P1 mostraron un comportamiento diferente en la remocion de
Ni2*. Tras la rapida remocion inicial, la tasa disminuy6 gradualmente hasta las 3 horas, pero a
las 24 horas se encontré una remocion adicional del 16% para P1 y 24% para RR6,
alcanzando en este punto los valores de E% y q méximas para ambas cepas (E% = 90.3 y
86%, q = 190.3 y 140.6 mg g}, para RR6 y P1, respectivamente) (Figura 15 y Figura A.ll. 5,
Anexo 1I). Este comportamiento puede deberse a multiples factores, entre ellos podria ser
producto de la captacion intracelular de metal por mecanismos fisioldgicos activos. Las algas
vivas muestran un proceso de remocion mas complejo que las células muertas debido a la
asimilacion celular [155]. Se ha reportado que la absorcién toma un papel mas importante en
la remocion de Ni%* cuando los sitios de unién de la superficie comienzan a saturarse [65].
También, se ha estudiado que a medida que se internalizan los iones metalicos se liberan
sitios de la superficie celular para un nuevo proceso de adsorcion [14]. Otros trabajos han
manifestado que los sitios de unidn de la pared celular de mayor afinidad son ocupados en los
primeros minutos de exposicion, dejando disponibles una baja cantidad de sitios de union
menos expuestos y/o con menor afinidad por los iones metalicos, lo que provoca una

remocion adicional a una tasa de adsorcion mas lenta [168]. O bien, otra posible explicacion
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se puede atribuir a cambios morfologicos en el alga inducidos por el metal [135], que pueden
provocar un aumento adicional en la remocion [191]. Se han observado desde
remodelaciones de la pared celular, cambios en el grosor de la pared, en el tamafio celular y
en la acumulacion intracelular de proteinas o lipidos [161,192,193]. Asimismo, se ha visto
por medio de andlisis FT-IR que algunas algas exponen una mayor cantidad de grupos

funcionales en la superficie celular en presencia de metales [36].

Las 3 cepas estudiadas sufrieron una disminucion en la E% a lo largo del experimento.
Mientras que para RR8 se produjo una leve disminucién a los 6 dias de ensayo, las cepas
RR6 y P1 mostraron un decrecimiento significativo en la E% a las 48 horas, que continuo
incrementadndose hasta los 6 dias (Figura 15.B. y Figura 16). Esto pudo deberse a una
desorcion de los iones metalicos adsorbidos en la pared celular [151], o a la posible expulsion
de metal [24], que pudiese encontrarse internalizado en las células, producto de un aumento
excesivo de la toxicidad [11]. Particularmente para la cepa RR6, hubo una disminucién en la
densidad celular en el dia 6 de ensayo, mientras que en el dia 10 el cultivo se hall6 muerto, lo
que podria explicar el aumento de Ni* en la solucion por la posible liberacion del contenido
intracelular. A diferencia de la biomasa muerta, la biomasa viva es afectada por multiples
factores del medio circundante tal y como la acumulacion de sustancias toxicas, la falta de
nutrientes, el pH, la temperatura, y la misma toxicidad que el metal puede producir en ellas
[14]. Diversos estudios han reportado la inhibicion del crecimiento de cepas del género
Chlorella por la exposicion a Ni?* y otros metales [5,71,135]. Sumado a esto, las células
pequefias son mas sensibles a la presencia de metales que las especies méas grandes debido a

su mayor relacion A/V [26].

En el caso de P1, en el dia 10 de ensayo hubo un aumento en la E% Y el cultivo se mantuvo
viable, por lo que esta cepa fue mas resistente que RR6. La tolerancia de la cepa P1 frente a
la exposicion prolongada al Ni%* podria deberse, en primer lugar, a caracteristicas
morfolégicas propias del alga. Como parte del mismo fendmeno de agregaciéon y el mayor
tamafo celular de la cepa P1, rasgos que proporcionan una menor relacion A/V, la resistencia
difusional a la transferencia de masa es mayor, es posible que la mayor parte de la superficie
interna de la célula no se utilice para remocion de Ni?*; en consecuencia se podria atribuir un
menor efecto a la toxicidad del metal y, a su vez, se condice con su menor E% y q [194].
Asimismo, estas dos especies también pueden tener diferente composicién y estructura de las

paredes celulares, lo que afectaria la unién del metal y sus efectos adversos en ellas [26,114].
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En segundo lugar, P1 fue aislada de un humedal donde se han registrado concentraciones
anormales de Ni?*, mientras que para la cepa RR6 el Ni%* no esta establecido como uno de los
mayores contaminantes naturales del RR [75]. Numerosos autores han sugerido que las
poblaciones de algas unicelulares expuestas a ambientes contaminados podrian haber
desarrollado una mayor tolerancia a este metal por medio de diversas estrategias adaptativas
[34,58,195,196].

Un rapido proceso de remocion tiene una importancia practica significativa para reducir el
tamafo del reactor, el area de instalacion y los recursos humanos, aumentando asi la
produccion y economizando el sistema [69,169]. Sobre la base de los experimentos
realizados, a la hora de plantear un protocolo de remocién de metal a mayor escala se
recomienda que la cepa RR8 sea utilizada en un tiempo de contacto de 120 min para remover
Ni%* a una Co de 55 mg L. Por su parte, para las cepas P1 y RR6 el tiempo de contacto
optimo se dio a las 24 horas de ensayo. Sin embargo, para obtener mayor precision en este
pardmetro seria conveniente plantear un nuevo ensayo de remocion con mayor cantidad de
puntos entre las 3 y las 24 horas de exposicion, ya que no se puede asumir que la E% Y Qmax

evaluados sean efectivamente los valores maximos.

En la bibliografia se puede apreciar que los ensayos de evaluacion del efecto del tiempo de
contacto suelen realizarse en lapsos menores a 24 horas [24,44,51,141,156], por lo que puede
haber una remocién adicional y/o procesos de desorcidn, excrecidn de metal, etc. que no sean
contemplados. Sumado a esto, tal y como se ha nombrado con anterioridad, el uso de biomasa
muerta es mas frecuente que el de biomasa viva [11,15,141], por lo que la remocion se
atribuye solamente a un proceso de adsorcién y no existen efectos de toxicidad sobre el alga,

ni efectos de remocidn por absorcion.

IVV.5.Modelos cinéticos de remocion

Los estudios cinéticos proporcionan informacion sobre el tiempo requerido para completar el
proceso de biosorcion y permiten indagar sobre el orden de la reaccion y los mecanismos que
limitan la velocidad de remocion [13,25,34]. Los parametros cinéticos son esenciales a la
hora de plantear un proyecto de optimizacion en la industria, ya que la cinética del sistema

determina el tiempo de retencion de la biomasa y las dimensiones del reactor [7,62,197].

Los modelos cinéticos se emplean para analizar y describir el comportamiento transitorio del

proceso de biosorcion a lo largo del tiempo. Estos modelos pueden estar basados en
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interacciones quimicas o0 en procesos de difusion. Aquellos basados en interacciones
quimicas, que incluyen desde reacciones quimicas, a intercambio i6nico, complejacion, etc.,
ignoran la influencia de los diversos pasos de difusion que ocurren antes de la interaccion de
los sitios de unién de la biomasa con los iones metélicos. Por su parte, los modelos basados
en difusion no toman en cuenta la interaccion de los sitios de unidn con los iones metalicos.
Dentro de los proceso de difusion, solo la transferencia de masa externa y la difusion

intraparticula tienen un papel fundamental en la determinacion de la velocidad [25,122].

Los modelos aplicados en este trabajo fueron la ecuacion de pseudo primer orden (PPO), la
ecuacion de pseudo segundo orden (PSO) y la ecuacion de Elovich, que suelen ser los méas
empleados en la literatura [49,52,56,57]. Por su parte, el modelo de difusién intraparticula fue
probado, segun lo propuesto por Ho et al. [122], para diferenciar si se produjo un control
cinético y/o de difusion en la velocidad de remocion. La cinética de remocidn se evalud en un
lapso de hasta 3 horas; la eleccidn de estos tiempos se debe a que se pueden interpretar los
datos de remocion més exclusivamente a procesos de adsorcion [24,122,132]. De forma muy
general, si el sistema alcanza un estado de equilibrio entre la concentracion de iones
metéalicos en la superficie de la biomasa y en la solucion circundante en un tiempo menor a 3
horas el proceso suele ser controlado cinéticamente y, por encima de las 24 horas, es
controlado por procesos de difusién. Entre las 3 y 24 horas uno 0 ambos procesos se pueden
desempefiar como limitantes de la velocidad [122]. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que
los efectos de los fendmenos de transporte y las reacciones quimicas a menudo son
inseparables experimentalmente [50]. Cabe sefialar que, a diferencia del proceso de
adsorcion, la captacion intracelular no debe considerarse un proceso de equilibrio [14]; por lo
que en este estudio, producto de que se utiliz6 biomasa viva, nos pareci6 mas apropiado

referirnos a un “estado estacionario” de remocion.

Los resultados mostraron que tanto el modelo cinético de PSO como el de Elovich se
ajustaron bien a los datos experimentales (Figura 18 a 21). Se encontr6 que los valores de Qe
obtenidos por los modelos y los obtenidos experimentalmente fueron similares.
Consiguiendo, en términos generales, un mejor ajuste lineal para el modelo de PSO, y un
mejor ajuste no lineal para el modelo de Elovich (Tabla 8). Debido a esto, fue imposible
concluir cual modelo resulta més apropiado. La aplicabilidad de estos dos modelos para
explicar la cinética de la remocion de Ni?* sugiere que el paso limitante de la velocidad en el

tiempo evaluado podria ser la quimiosorcidn, involucrando fuerzas de valencia a través del
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intercambio i6nico o uniones covalentes entre la biomasa y los iones metalicos, ademas de
mecanismos de complejacidn, coordinacion, y/o quelacion; y que, por su parte, los procesos
de difusion no serian limitantes de la velocidad de reaccion [52,198]. No obstante, el hecho
de que los datos experimentales puedan ser ajustados a un modelo no es evidencia suficiente
para asignarle un mecanismo al proceso de remocién. Un factor de complicacion adicional es

que el proceso de control de la velocidad puede cambiar a lo largo del tiempo [122].

En general, la ecuacion de PSO se ha aplicado con éxito a los datos de remocion de iones
metalicos en una gran cantidad de especies de algas [3,7,50,52,56,115,114]. EI modelo de
PSO se basa en el hecho de que los iones metalicos desplazan los iones alcalinotérreos (Ca?*,
Mg?*, etc.) de los sitios de unién. Por lo que la remocion puede considerarse una reaccion de
segundo orden, donde la cinética se modela asumiendo que la tasa de ocupacién de los sitios
de union es proporcional al cuadrado del nimero de sitios desocupados en la biomasa [43].
Los parametros cinéticos de PSO obtenidos en este estudio se encuentran dentro del rango de
valores encontrados en la literatura para la adsorcion de Ni?* por parte de otras cepas algales
(Tabla 10).

Tabla 10: Comparacion de parametros cinéticos del modelo de PSO de remocién de Ni?* de las cepas utilizadas
en el presente estudio (PE) con otros trabajos. Se especifica la concentracion inicial (Co (mg L)) de Ni?*, pH,
temperatura (T° (°C)), tiempo para llegar a estado estacionario (TE, en minutos a menos que indique en dias (d))
y cantidad de biomasa usada (CB (g L1)); g obtenido experimentalmente (gexp (Mg g1)), g obtenido por modelo
de PSO (gemz (Mg g™3)), constante de velocidad de PSO (k2 (g mg™ min)) y el coeficiente lineal (R?).

Especie Tipo de Condiciones de ensayo Qeexp  Cem2 K2 R? Ref.
biomasa Co pH T° TE CB
C. vulgaris Viva 100 5 Amb. 60 25 nd. 154 0.0113 - [144]
C. vulgaris Seca 10 55 Amb. 30 0.1 ~7* 714 0.0127 0.997 [119]
C. vulgaris Viva 58.7 55 25+#2 90 0.1 ~ 165.5 0.0013 n.d. [169]
165 *
C. sorokiniana  Inmovil 50 5 23+1 180 03g 193 20.2 0.0054 0.999 [141]
(alginato)
S. quadricauda Viva 40 6.6 25+2 200 0.42 643 557 0.0005 0.991 [69]
S. quadricauda Inmovil 100 5 25 90 1g¢ 27.3 27.8 0.004 0.990 [166]
(Ca-alginato) alga +
ca- alg.
Scenedesmus  Viva 5 55 21 180 0.30 166.9 167.5 0.0034 0.999 PE
sp. (cepa RR8)
Scenedesmus  Viva 5 55 21 120 047 108.1 108.3 0.0251 1 PE
sp. (cepa P1)
Chlorella sp. Viva 5 55 21 180 0.24 1424 1433 0.0046 0.999 PE
(cepa RR6)

n.d. no disponible, referido a datos no reportados en Ia§5referencias originales. *datos de q tomados de gréfico.
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Por su parte, el modelo de Elovich es una ecuacion empirica que generalmente se aplica para
explicar procesos de quimisorcion. Aunque no proporciona ninguna evidencia mecanicista,
ha demostrado ser adecuada para emplear en sistemas en los cuales la superficie de adsorcion
es heterogénea, es decir, los sitios activos de la biomasa exhiben diferentes energias de
activacion, basandose en un mecanismo de reaccion de segundo orden [57,199]. Por ejemplo,
encontré un buen ajuste a ese modelo para la remocion de Cr*® y Pb*2 en Cyclotella

meneghiniana [51].

A partir de todos los datos obtenidos, podemos expresar que la remocion de Ni%* en estas
cepas parece darse principalmente por un proceso de adsorcion rapido durante los primeros
minutos de exposicion al metal; alcanzando una remocion maxima a los 120 minutos para la
cepa RR8. Mientras que para las cepas RR6 y P1 se estaria dando adicionalmente un proceso
de remocidn que podria ser de absorcion intracelular, a una tasa mas lenta, alcanzando su

méaxima E% registrada recién a las 24 horas de ensayo.

IV.6. Consideraciones finales

Los efluentes industriales son extensamente complejos, en ellos coexisten una gran variedad
de metales y especies metalicas, ademas de diversos compuestos organicos [3,25,31]. Para
que la tecnologia de remediacion sea efectiva y econdmica es esencial que se reduzcan de
manera eficiente las concentraciones de metales a niveles ambientalmente aceptables, asi
como también ser aplicable en condiciones de campo, tales como efluentes y cuerpos
acudaticos [26]. No obstante, hay que tener en cuenta que, al igual que en este trabajo, la
mayoria de los estudios de remediacion se realizan utilizando soluciones sintéticas en un
laboratorio bajo condiciones controladas. Sumado a esto, las investigaciones suelen estar
basadas en la evaluacion de una sola cepa algal y un solo metal, por lo que no se valoran
condiciones experimentales que se asemejen a las reales [200]. Debido a lo cual, no se puede
asegurar gque las cepas algales sean adecuadas para aplicaciones a gran escala. Por ejemplo,
en aguas residuales industriales, como las de galvanoplastia, preparacion de aleaciones,
fundicion, electronica y fabricacion de baterias se encuentran con frecuencia el Cd?*, Ni?*,
Cr¥* y Zn?* asociados. Por lo que el desarrollo de tecnologias de remediacion requiere de
estudios de soluciones multimetales que provean una representacion mas aproximada a los
problemas ambientales existentes [17,155,168,196,201], o mismo asi, utilizar efluentes reales

para superar estas limitaciones [14].
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Para obtener verdaderos beneficios de la ficorremediacion se debe investigar el potencial de
biosorcion de varias especies de algas utilizando aguas residuales reales [34]. A futuro se
planea ensayar la remocion a partir de una matriz de lixiviados obtenidos del humedal del
CTP, que contienen Ni y UOs, y asi poder desarrollar protocolos para escalar el proceso de
remediacion del respectivo humedal de forma eficiente. En estos ensayos se probaran las 3
cepas estudiadas en este trabajo, debido a que las condiciones experimentales en las que se
evaluaron aqui (soluciones de medio formulado, monometalicas) son diferentes a las del
lixiviado y, por lo tanto, las eficiencias y capacidades de remocion por parte de las algas
podrian diferir. Mismo asi, no descartamos la posibilidad de trabajar combinando cepas en el
proceso de remocion, ya que la diversidad de estrategias de captacidén de metal que presentan
le podria otorgar versatilidad al sistema de remediacion. Por lo que ademas, el conocimiento
de los mecanismos fisiologicos, bioquimicos y moleculares que confieren resistencia al metal

en cada cepa algal son de suma importancia [65].
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V. Conclusiones

Este estudio reveld que las cepas algales evaluadas, aisladas de sitios contaminados,
presentaron un gran potencial como remediadoras de Ni?* en soluciones formuladas y en
condiciones de laboratorio. Mostrando E% comparables y/o mayores a las reportadas en la
bibliografia, mientras que los valores de q de Ni?* obtenidos superaron ampliamente a los
encontrados en la literatura para los géneros Scenedesmus y Chlorella (Tabla 9). En términos
generales, las cepas mas pequefias (con mayor relacion A/V) mostraron una mayor tasa de
crecimiento p y mayores valores de g. Tanto la dosis de biomasa utilizada como el tiempo de
exposicion al metal influyeron fuertemente en la captacion de metal. La E% aumento en
funcion del incremento de la dosis de biomasa, alcanzando altas E% de Ni?* a bajas dosis
(£0.47 g L'Y). Mismo asi, parece ser que la adsorcion de Ni%* es el mecanismo predominante
de remocién, siendo muy rapida dentro de los primeros minutos de ensayo. Ademas, el
estudio cinetico manifestd un mejor ajuste a los datos experimentales por parte del modelo de
PSO y de Elovich, donde la quimiosorcién podria actuar como el mecanismo que controla la

tasa de adsorcion de Ni%*.

A partir de los resultados obtenidos, se propone trabajar con la cepa RR8 para la remocion de
Ni2* en medios formulados, debido a que present6 un 100% de E% y altos valores de q en tan
solo 120 minutos de exposicion, y a una dosis de biomasa pequefa (0.3 g L™). La rapida
remocion alcanzada por RR8 tiene una importancia préctica significativa, ya que facilita el
uso de reactores de menor volumen, aumentando la eficiencia y economizando el proceso
[69]. Pese a que la tasa de crecimiento de RR8 no fue la més alta dentro de las cepas
evaluadas, obtuvo la mayor cantidad de BST para un tiempo de cultivo menor que RR6 y P1,
lo que reduce costos de produccién. En cuanto a las otras dos cepas, RR6 alcanzd la mayor
tasa de crecimiento, asi como también el valor mas alto de q; pero la remocién maxima se dio
para un lapso de aproximadamente 24 horas, por lo que el proceso fue mas lento. Por ultimo,
la cepa P1 presentd una buena tolerancia a la exposicion prologada de Ni?*, pero obtuvo
menores valores de E% y g para un tiempo de remocion de 24 horas, sumado a esto, no fue

una cepa de facil crecimiento debido a su gran agregacion.
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Anexo |: Caracterizacion del crecimiento
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(Continua la figura)
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Figura A.l. 4: Densidad celular promedio (cél mL™) y sumatoria progresiva de la tasa duplicaciones diarias (Zp.) de
biomasa en funcion del tiempo de cultivo (dias) para las cepas A. RR8 ( @), B. P1 ( ©) y C. RR6 (2). Las barras

indican * error estandar.
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Anexo I1: Efecto del tiempo de contacto
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Figura A.ll. 5: Valores promedio de la capacidad de remocién ‘q’ de Ni?* de los cultivos de RR8 (®), P1 (O)
(Scenedesmus sp.) y RR6 (£) (Chlorella sp.) a lo largo de A. 3 hs, B. 48 hs, C. 10 dias de tiempo de contacto. Condiciones
de ensayo: concentracion inicial de 55 +1 mg L™ Ni?*. Las barras indican * desvio estandar. Las letras iguales indican que
no hubo diferencias significativas (prueba de Tukey; o = 0.05, a > b), Los andlisis estadisticos se hicieron para cada cepa
por separado.
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