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RESUMEN

La microalga Chlorella sp. fue investigada como material viable para el tratamiento bioldgico de soluciones del
colorante catiénico azul de metileno (AM). Para esto, se examino el efecto de diferentes concentraciones iniciales
de microalga, 1,06 x 10° UFC cm?, 2,16 x 10° UFC cm? y 3,30 x 10° UFC ecm? (0,1, 0,2 y 0,3 unidades de absorbancia
respectivamente), sobre soluciones de 10 mg dm de AM, tanto en presencia como en ausencia de nutrientes. En
todos los casos se presentd remocion del colorante que, segtin los cambios en los espectros UV-VIS de las solucio-
nes decoloradas corresponden tanto a procesos de biosorcién como de biodegradacién. En los ensayos realizados
en presencia de nutrientes se alcanzaron porcentajes de remocion del 84,3 % para concentraciones de microalgas
correspondientes a 0,1 unidades de absorbancia y alrededor del 90 % para concentraciones de microalgas corres-
pondientes a 0,2 y 0,3 unidades de absorbancia; mientras que, con los ensayos realizados en ausencia de nutrien-
tes se removieron entre un 98,4 % y 99,4 % del colorante.

Palabras Claves: Biosorcion, Azul de Metileno, Microalga Chlorella sp.
ABSTRACT

The microalgae Chlorella sp. was investigated as a feasible material for biological treatment of methylene blue
(MB) cationic dye solution. For this, it was examined the effect from different initial microalgae concentrations,
1,06 x 10° UFC cm?, 2,16 x 10° UFC cm?® y 3,30 x 10° UFC ecm™ (0,1, 0,2 y 0,3 units of absorption respectively), over
solutions of 10 mg dm MB, both in absence or presence of nutrients. In all events it was presented a removal of
dye, that according to changes in V-VIS spectrum from decolourated solutions, they belong both to biosorption
processes and biodegradation as well. In the tests developed with nutrients, we got rates of removal around 84,3
% for microalgae concentrations suitable to 0,1 absorption units around 90 % for microalgae concentrations sui-
table to 0,2 y 0,3 absorption units; meanwhile, in tests made without nutrients there were 98,4 % y 99,4 % of dye
removed.
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53




Remocion de azul de metileno por la microalga chlorella sp. Viva

1. INTRODUCCION

Los colorantes sintéticos son una clase importante de com-
puestos organicos y con frecuencia se encuentran en el me-
dio ambiente como resultado de su amplio uso industrial.
La industria textil consume un volumen considerable de
agua y utiliza colorantes para dar color a sus productos.
Estos contaminantes son dificiles de remover debido a su
estructura aromatica compleja y origen sintético, siendo
muchos de ellos conocidos como tdxicos o cancerigenos;
por lo tanto, su disposicion en los recursos de agua debe
evitarse, implementando tecnologias que permitan redu-
cir parcial o totalmente las fuentes contaminantes de agua,
empleando métodos fisicos, quimicos y/o biologicos.

En algunos casos, para remover el color de los efluentes
textiles, son usados tratamientos quimicos y fisicos tales
como ozonizacion, fotooxidacién, electrocoagulacion, ad-
sorcion con carbdn activado, intercambio idnico, precipi-
tacion quimica, filtracién de membrana y floculacién. Sin
embargo, algunos de estos métodos son poco eficientes,
muy costosos, de aplicabilidad limitada y producen resi-
duos dificiles de disponer [1].

En el caso particular del azul de metileno (AM), su remo-
cion se ha estudiado empleando adsorbentes alternativos
como la cascara de cacahuete [2], cascara de arroz [3], raices
de jacinto de agua [4], semillas de guayaba [5], macroalgas
Sargassum muticum [6], Corinebacterium glutamicum [7], fi-
bras de Posidonia ocednica [8], Streptomyces rimosus [9], entre
otros; pero el uso de microorganismos vivos ha tenido ulti-
mamente un interés creciente, a pesar que la bioadsorcion
empleando células muertas tiene algunas ventajas sobre el
uso de sistemas con células vivas [10,11], ademas de los ba-
jos costos y de su efectividad, el uso de microorganismos
vivos ofrece beneficios para el medio ambiente, ya que a
parte de los procesos de biosorcidn, tienen el potencial de
transformar los contaminantes en otras sustancias menos
nocivas o degradarlos a didéxido de carbono, agua y sa-
les inorganicas [12]. Se ha demostrado que las algas vivas
pueden remover un nimero diverso de colorantes, pero la
forma y la eficiencia con que lo hacen depende de la estruc-
tura molecular de estos y de las propiedades de la especie
algal usada. Entre las variedades de microalgas que se han
encontrado ttiles para la remocion de colorantes estan la
Spirogyra species, Chlorella vulgaris, Chlorella sorokiniana, Sce-
nedesmus obliquus, Chlorella pyrenoidosa, Closterium lunula,
Pithophora sp. y Cosmarium sp. [13,14].

Los individuos del género Chlorella (Chlorophyceae) son
algas verdes simples, de tamano pequefo, ovoidales, no
moviles y unicelulares, no producen zoosporas. Las célu-
las presentan una pared celular delgada y cloroplastos en
forma de copa y se reproducen formando células hijas o
autoesporas idénticas a la célula madre. Crecen en condi-
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ciones autotroficas, heterotroficas y mixotrdficas. Es uno
de los géneros de mayor importancia comercial.

Esta investigacion estudio el efecto de la cantidad de bio-
masa y la presencia de nutrientes sobre la capacidad de re-
mocion del colorante azul de metileno en solucion acuosa
empleando la microalga Chlorella sp. viva.

2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL
2.1. Microorganismo: Chlorella sp.

En este trabajo se utilizé Chlorella sp. un alga unicelular con ca-
pacidad fotosintética, donada por el Laboratorio de Biologia,
Facultad Experimental de Ciencias, Universidad de Zulia.

2.2 Preparacion de las soluciones de AM

Todos los reactivos quimicos empleados en este estudio
fueron grado analitico. El colorante comercialmente co-
nocido como azul de metileno, es un compuesto hetero-
ciclico aromatico con férmula molecular C, H CINS,
su nombre quimico es cloruro de tetrametiltionina o
3,7-bis(dimetilamino)-cloruro de fenazationio.

La solucion madre de 1000 mg dm® de AM, se preparo
disolviendo la cantidad requerida de AM en agua esterili-
zada; a partir de esta se realizé una dilucién a 10 mg dm?
para los bioensayos posteriores.

2.3 Crecimiento algal

Como medio de cultivo se utiliz6 un fertilizante comercial
conocido como “Nutrifoliar”, diluyendo 25 cm?® hasta un
volumen de 500 cm® con agua estéril. Para el crecimiento
de la microalga se colocé en un biorreactor, 14 cm? del me-
dio de cultivo, para una concentracion final de nitréogeno
de 4 mM. Se agrego6 un volumen de la microalga Chlore-
lla sp. correspondiente a una concentracion de 1,06 x 10°
UFC cm (0,1 unidades de absorbancia, medidos con un
espectrofotometro UV-VIS Beckam 60 D, a una longitud
de onda de 647 nm). Finalmente se complet6 con agua es-
téril hasta un volumen final de 2,5 dm?.

Las células fueron cultivadas a una temperatura de 25 +
2 °C, durante un periodo de 15 dias, con agitaciéon cons-
tante, fotoperiodos dia/noche de 12/12 y con una cantidad
de luz equivalente a 3400 Ix. Su crecimiento fue evaluado
midiendo cada 24 h la absorbancia de la biomasa en el es-
pectrofotometro a una longitud de onda de 647 nm.

2.4 Preparacion de los bioensayos

En diferentes frascos previamente esterilizados se colocaron
300 cm? de solucion del colorante y biomasa algal, con di-
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ferentes concentraciones iniciales de microalga, 1,06 x 10°
UEFC cm?, 2,16 x 10° UFC ecm? y 3,30 x 10° UFC cm?, corres-
pondientes a 0,1, 0,2 y 0,3 unidades de absorbancia tanto en
presencia como en ausencia de nutrientes, a una temperatura
aproximada de 25 + 2 °C, con agitacion constante a través de
bombas de aire (power live p-500), con un suministro de flujo
2,25 dm?® min™, fotoperiodos dia/ noche 12/12 y 3400 Ix. Ade-
mas se realizaron los respectivos controles bajo las mismas
condiciones de luz y agitacion, unos en ausencia del coloran-
te y otros sin la presencia de la microalga Chlorella sp.

Tanto el crecimiento de la microalga como la concentracion
del colorante, fueron medidos por separado cada 24 horas,
para lo cual, en los bioensayos con microalga y AM, la bio-
masa algal fue separada de la solucién coloreada, mediante
centrifugacion; la absorbancia de Chiorella sp. se midié en
cada ocasion a 647 nm y la de AM a 664 nm, utilizando los
respectivos blancos y curvas de calibracion caracteristicas,
en un espectrofotéometro UV-VIS Beckam 60 D.

Para todos los experimentos se realizaron tres replicas
considerando como factores que inciden sobre el proceso
de remocion de AM, la concentracién inicial de microalgas
y la presencia o ausencia de nutrientes.

2.5 Porcentaje de remocion de AM

La eficiencia de la remocion del colorante expresada como
el porcentaje de la concentracién de colorante removido
con respecto a la concentracion inicial, se calculé mediante
la siguiente ecuacion.

% Remocion
Co —

¢ 100
3 CO X

donde es la concentracién inicial de AM y la concentra-
cion del colorante en un tiempo ¢.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Crecimiento de Chlorella sp.

La determinacién de la concentracion de pigmentos foto-
sintéticos permitié estimar la biomasa algal. Los pigmentos
algales consisten principalmente en clorofilas a y b. Experi-
mentalmente se ha encontrado que éstas tienen tipicamente
dos picos de absorcion en el espectro visible, uno en el en-
torno de la luz azul (400-500 nm de longitud de onda), y otro
en la zona roja del espectro (600-700 nm). La clorofila b, ca-
racteristica de los plastos de las algas verdes como Chlorella
sp. en la zona roja tiene un maximo de absorcion a 647 nm,
longitud de onda que fue usada para medir la absorbancia
de este pigmento como dato indicador de la cantidad de
biomasa algal expresada como el niimero de unidades for-
madoras de colonias por unidad de volumen (UFC cm?).
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La figura 1 muestra el patrén de crecimiento algal para un
periodo de incubacion de 15 dias, el cual, inicia con una fase
de adaptacién mostrando un crecimiento relativamente
lento, debido al cambio de condiciones diferente al original;
esta fase tuvo lugar hasta el dia 5 aproximadamente y mos-
tré un aumento de la concentracién desde 1,06 x 10° UFC
cm? hasta 3,35 x 10° UFC cm?®. Durante los 5 dias siguientes
el alga manifest6 un crecimiento vertiginoso, aprovechado
todos los nutrientes del medio, esta situacion le permiti6
llegar a alcanzar una concentracién de 15,53 x 10° UFC cm?.
Entre los dias 10 y 15 el crecimiento practicamente se detu-
vo debido a que los nutrientes se agotaron, pero ademas,
empezaron a aparecer residuos no asimilables, llevando a la
poblacién algal a su capacidad de carga del ambiente, hasta
una concentracion de 16,02 x 10° UFC cm.

Figura 1. Curva de crecimiento de Chlorella sp. en presen-
cia de nutrientes.

Figure 1. Growth curve of Chlorella sp. in presence of nu-
trients.
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3.2 Crecimiento de Chlorella sp. en presencia de AM y

ausencia de nutrientes

El crecimiento de Chlorella sp. en presencia del colorante
y en ausencia de nutrientes sufrié una inhibicién drastica.
Después de 15 dias, las concentraciones iniciales de mi-
croalga correspondientes a 1,06 x 10° UFC ¢cm?, 2,16 x 10°
UFC cm?® y 3,30 x 10° UFC cm? (0,1, 0,2 y 0,3 unidades
de absorbancia respectivamente), solo se incrementaron
hasta 1,82 x 10° UFC c¢m?, 3,50 x 10° UFC cm? y 5,17 x 10°
UFC cm? respectivamente. Este crecimiento es muy bajo
comparandolo con los resultados obtenidos de los bioen-
sayos sin colorante (controles) realizados bajo las mismas
condiciones que los anteriores, los cuales en el mismo pe-
riodo de tiempo, alcanzaron las concentraciones de 15,40
x 10 UFC cm?, 19,63 x 10° UFC cm™ y 21,52 x 10° UFC cm?®
respectivamente (Figura 2).
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Figura 2. Crecimiento de Chlorella sp. a diferentes concentraciones iniciales, en presencia de colorante y en ausencia de
nutrientes (a) 1,06 x 10° UFC cm?, (b) 2,16 x 10° UFC cm?®y (c) 3,30 x 10° UFC cm?.

Figure 2. Growth of Chiorella sp. at different initial concentrations of dye in presence and absence of nutrients (a) 1,06 x
10 UFC cm?, (b) 2,16 x 10° UFC cm?y (c) 3,30 x 10° UFC cm?.
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Para el adecuado crecimiento de cualquier especie algal,
deben suministrarse los nutrientes necesarios y las condi-
ciones quimicas ambientales adecuadas; dentro de los dis-
tintos componentes del medio de cultivo se encuentra el
nitrégeno, cuya fuente y concentracion son determinantes
[15]. Cuando una microalga es sometida a niveles escasos
de nitrégeno, no solo hay un descenso significativo en el
contenido de proteinas celulares, sino que ademas se re-
duce el contenido de pigmentos fotosintéticos y por lo tan-
to, se traduce en un bajo crecimiento de la biomasa algal.

3.3 Crecimiento de Chlorella sp. en presencia de AM
y de nutrientes

Los bioensayos realizados con concentraciones iniciales
de 1,06 x 10° UFC cm?, 2,16 x 10° UFC cm®y 3,30 x 10°
UFC ecm?® (0,1, 0,2 y 0,3 unidades de absorbancia respecti-
vamente), muestran un bajo crecimiento de la microalga
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Chlorella sp. en presencia tanto, del colorante como de nu-
trientes, alcanzando valores de 3,13 x 10° UFC cm?, 4,04
x 10 UFC cm?® y 545 x 10° UFC cm® respectivamente,
después de los 15 dias. Estos resultados un poco mejores
que los obtenidos en ausencia de nutrientes, muestran la
importancia del efecto de la luz en la productividad del
cultivo. Los colorantes disueltos en agua reducen notable-
mente la penetracion de la luz disminuyendo la actividad
fotosintética y por consiguiente, reduciéndose asi los nive-
les de crecimiento de la microalga (figura 3).

3.4 Remocion del AM empleando Chlorella sp. en au-
sencia de nutrientes

Cuando las diferentes cantidades de microalga son ex-
puestas a las soluciones del colorante en ausencia de nu-
trientes, la concentracion de AM disminuye rapidamente,
en especial durante los primeros dias (Figura 4).
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Figura 3. Crecimiento de Chlorella sp. a diferentes concentraciones iniciales, en presencia de colorante y nutrientes (a)
1,06 x 10° UFC c¢m™ (absorbancia 0,1), (b) 2,16 x 10° UFC cm? (absorbancia 0,2) y (c) 3,30 x 10° UFC ¢cm? (absorbancia 0,3).
Figure 3. Growth of Chlorella sp. at different initial concentrations in presence of dye and nutrients (a) 1,06 x 106 UFC
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En los bioensayos realizados con una concentracion ini-
cial de microalga y colorante de 1,06 x 10° UFC cm? (ab-
sorbancia 0,1) y 10 mg dm™ respectivamente, se observa
que transcurridas 48 horas se removio el 40 % del AM,
después de 12 dias ascendid al 94,1 % y finalizado el pro-
ceso de exposicion (15 dias) el 98,4 %. Por otro lado, los
bioensayos empleando concentraciones iniciales de Chlo-
rella sp. de 2,16 x 10° UFC cm™ (absorbancia 0,2) y 3,30 x
10% UFC cm?® (absorbancia 0,3), después de 48 horas se lo-
gro remover alrededor del 50% del colorante, después de
8 dias ascendi6 al 96 % y finalmente, al cabo de 15 dias la
concentracion de colorante alcanzd valores cercanos a 0,1
mg dm?, los cuales demuestran una eficiencia de la remo-
cion, alrededor del 99,9 % (Figura 5). Los altos porcentajes
de remocion son el resultado de procesos de biosorcién o
de biodegradacion.

(c)

Figura 4. Remocién bioldgica de AM a diferentes concen-
traciones iniciales de Chlorella sp. en ausencia de nutrientes.
Figure 4. Biological removal of MB to different initial con-
centrations of Chlorella sp. in absence of nutrients.
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Figura 5. Porcentaje de remocion de AM a diferentes con-
centraciones iniciales en ausencia de nutrientes.

Figure 5. MB removal percentage at different concentra-
tions in absence of initial nutrients.
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Después de 48 horas, tras realizar el analisis de una so-
lucién decolorada por efecto de la microalga en ausencia
de nutrientes, aparece en el espectrofotometro UV-VIS un
espectro de baja intensidad, proporcional al antes obteni-
do de una solucién de AM con una concentracion inicial
de 10 mg dm?. Al realizar el mismo analisis, pero ahora
después de 15 dias, el pico ha desaparecido totalmente,
pero ademas se observa la aparicion de nuevos picos de
baja intensidad (Figura 6), lo cual demuestra la remocion
del colorante.

Figura 6. Espectro UV-Vis de soluciones de AM decolori-
zadas por Chlorella sp., en ausencia de nutrientes.

Figure 6. UV-Vis spectrum of solutions of MB decolorize
by Chlorella sp., in absence of nutrients.
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De acuerdo con la literatura cientifica, la remocion de co-
lorantes puede ocurrir por la adsorcién sobre la biomasa
[16]. Todos estos efectos de biosorcién por parte de la mi-
croalga Chlorella sp. se deben a grupos funcionales tales
como acidos carboxilicos (COO) y fosfatos (PO,*) pre-
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sentes en las membranas de las células algales. De igual
manera, puede removerse AM por la biodegradacion rea-
lizada por las células vivas de los microorganismos.

Cuando se trata solo de procesos de adsorcion, el espectro
muestra que todos los picos decrecen proporcionalmen-
te unos a otros, mientras que, si la remocién se atribuye a
biodegradacion los picos de maxima absorbancia desapa-
receran o podran aparecer nuevos picos [16]. Por lo tanto,
los resultados indican que la remocién de AM por Chlorella
sp. corresponden en mayor proporcion a procesos de adsor-
cion durante los primeros periodos de exposicion, pero que
después de cierto tiempo también se inicien ciertos proce-
sos de biodegradacion, y que los pequetios picos adiciona-
les sean resultado de la absorbancia de metabolitos o frag-
mentos degradados de las moléculas de colorante original.

Para explicar el proceso de adsorcion es necesario tener en
cuenta que, los colorantes cationicos liberan iones carga-
dos positivamente cuando estan en solucién, con lo cual
se genera una atraccion electrostatica hacia la superficie
celular cargada negativamente. En particular, los grupos
carboxilos presentes en Chlorella sp. [17] son los principal-
mente responsables de la adsorcion del AM; bajo las con-
diciones experimentales adoptadas, éstos tienen una carga
negativa, por consiguiente, uniran electrostaticamente las
moléculas de AM a la biomasa algal (Figura 7).

Figura 7. Esquema de la atraccion electrostatica entre las
moléculas del colorante cationico AM y la superficie de la
biomasa algal de Chlorella sp.

Figure 7. Scheme of the electrostatic attraction between
the cationic dye molecules and the surface of MB algal
biomass of Chlorella sp.
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3.5 Remocion del AM empleando Chlorella sp. en pre-
sencia de nutrientes

Los bioensayos realizados en presencia de nutrientes con una
concentracion inicial de microalga de 1,06 x 10° UFC cm™ (ab-
sorbancia 0,1), mostraron después de 48 horas una remocion
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del 49,3 % del AM y al finalizar el proceso (15 dias) el 84,3
%. Con las concentraciones iniciales de 2,16 x 10° UFC cm®
y 3,30 x 10° UFC cm? (absorbancia 0,2 y 0,3 respectivamen-
te), el comportamiento fue similar empleando solo 24 horas
para remover alrededor del 52 % del colorante y 7 dias para
remover el 81,4 % y 83,52 % respectivamente. Después esta
rapidez de remocion decae y al finalizar el periodo de incu-
bacién (15 dias) para ambas concentraciones de microalga se
logra una remocién aproximada del 90 % del AM (Figura 8).

Figura 8. Porcentaje de remocion de AM a diferentes con-
centraciones iniciales en presencia de nutrientes.

Figure 8. MB removal percentage at different concentra-
tions in presence of initial nutrients.
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En la figura 9 se comparan los porcentajes de remocion
de AM, tanto para los bioensayos realizados en ausencia
y presencia de nutrientes a una concentracién inicial de
microalgas de 1,06 x 10° UFC cm?®. Se observa de la gra-
fica que en los primeros dias del proceso, los porcentajes
de remocién son mayores en presencia de nutrientes, pero
después de los 6 dias la situacion se invierte, alcanzado los
porcentajes mas altos de remocion los bioensayos despro-
vistos de nutrientes. Un comportamiento similar se apre-
cia con las otras concentraciones del estudio. Esto puede
explicarse considerando que la presencia de nutrientes
garantiza que la estructura de las envolturas celulares se
conserve, por lo cual, durante los primeros dias de expo-
sicién al colorante, predominan los procesos de adsorcion
sobre la biomasa algal. Al finalizar el periodo de incuba-
cion, en medios de cultivo deficientes de nitrégeno, es pro-
bable que el alga Chlorella sp., luego de un periodo relativo
de adaptacion, es capaz de utilizar amino sustituyentes
como fuente de nitrégeno [18].

Figura 9. Comparacion del porcentaje de remocién bio-
logica de AM en ausencia y presencia de nutrientes a la
concentracion inicial de microalga 1,06 x 10° UFC cm? (ab-
sorbancia 0,1).

Figure 9. Comparison of biological removal percentage of
MB in absence and presence of nutrients to the initial con-
centration of microalgae 1,06 x 10° UFC cm (absorbance 0,1).
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4, CONCLUSIONES

En la metodologia experimental desarrollada en este tra-
bajo se estudio el efecto de la concentracion inicial de mi-
croalga Chlorella sp., tanto en presencia como en ausencia
de nutrientes, en la remocién del colorante azul de meti-
leno en disolucion acuosa. Esta investigacion permite for-
mular las siguientes conclusiones:

* La microalga Chlorella sp. posee la capacidad de ace-
lerar los procesos de decolorizaciéon de soluciones de
AM, a través de la adsorcién y biodegradacion de las
moléculas del colorante.

* La remocién del colorante depende de la concentra-
cién de biomasa algal y de la presencia de nutrientes.

® A partir de concentraciones de microalga correspon-
dientes a 2,16 x 10° UFC e¢cm?® (0,2 unidades de ab-
sorbancia) la eficiencia de la remocion se optimiza,
mientras que la ausencia de nutrientes para la mi-
croalga garantiza mayores porcentajes de remocion
al finalizar el proceso.
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