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1. Resumen

El presente trabajo investiga la posibilidad de eliminar minerales
toxicos presentes en aguas, concretamente arsénico y boro, empleando
microalgas. Para ello, se ha seleccionado la microalga Chlamydomonas
reinhardtii y se la ha puesto en contacto con estos elementos, de forma
individual, con el objetivo de analizar la capacidad que presenta la biomasa
para removerlos de una solucion acuosa. Con el fin de analizar los
principales factores que afectan al proceso de bioadsorcion se estudio la
capacidad de biorremediacion empleando tres puntos de la escala de pH
(5,5, 7 y 9,5); modificando el estado de la biomasa (viva y muerta), y la
concentracion de esta (1 g/L y 5 g/L). Ademas, se estudi6 la cinética y
capacidad de bioadsorcion en 6 tiempos diferentes hasta las 3 horas de
contacto. Posteriormente, se investigd la capacidad de bioadsorcion
presente en una solucidbn con presencia de ambos minerales en su
composicion, para determinar la interferencia de la presencia de boro en la
remocion de arsénico y sus posibles mecanismos de eliminacion.
Finalmente, se realizd un estudio de caracterizacion FTIR para analizar los
centros activos que intervinieron en el proceso. Se concluye que el pH que
presenta las condiciones mas 6ptimas de remocion es 7, y el tiempo
necesario para alcanzar una concentracion de mineral eliminado rentable
es de 30 minutos. Ademas, se ha determinado que a 5 g/L se produce una
pérdida de la capacidad de adsorcion de la biomasa en comparacion con 1
g/L. En el caso de los estudios de boro, la remocion de este elemento se
asocia en un alto porcentaje al proceso de precipitacion en presencia de
microalgas y se observa una asociacion con el comienzo del proceso de
bioacumulacién por parte de las microalgas vivas a las 3 horas de contacto
con la solucién que presenta arsénico. El analisis FTIR confirma la union del
arsénico con la biomasa a través de los grupos carboxilicos y la
precipitacion del boro al modificar los grupos hidroxilo respecto a la
biomasa original.

Palabras clave: bioadsorcion, biomasa microalgal, centros activos, boro
y arsénico.



Abstract

This work studies the feasibility of remove toxic minerals present in water,
specifically arsenic and boron, using microalgaes. For this purpose, the
microalgae Chlamydomonas reinhardtii has been selected and it has been put
in contact with these elements, individually, to analyze the ability of biomass to
remove them from aqueous solution. In order to analyze the main factors that
affect the bioadsorption process, the bioremediation capacity was studied
using three points of pH scale (5,5, 7 and 9,5); modifying the state of biomass
(alive and dead) and its concentration (5 g/L and 1 g/L). In addiction, kinetics
and biosorption capacity were studied in 6 different times until 3 hours of
contact. Subsequently, the biosorption capacity present in a solution with
presence of both minerals in its composition was investigated to determine the
interference of the presence of boron in the removal of arsenic and its possible
elimination mechanisms. Finally, a FTIR characterization study was performed
to analyze the active centers that intervened in the process. It is concluded that
the pH that presents the most optimal conditions of removal is 7, and the time
required to achieve a cost-effective elimination of mineral concentration is 30
minutes. In addition, it has been determined that at 5 g /L there is a loss of the
adsorption capacity of the biomass in comparison with 1 g /L. In the case of
boron studies, the removal of this element is associated in a high percentage
to the precipitation process in the presence of microalgae and an association
is observed with the beginning of the process of bioaccumulation by the live
microalgae at 3 hours of contact with the solution presenting arsenic. The FTIR
analysis confirms the union of the arsenic with the biomass through the
carboxylic groups and the boron precipitation when modifying the hydroxyl
groups with respect to the original biomass.

Key words: bioadsorption, microalgal biomass, active centers, boron
and arsenic.



2. Introduccion

2.1. Presentaciéon del Problema

La contaminacion de aguas superficiales ha sido una problematica que se
ha presentado desde el inicio de los tiempos. Este problema ha ido en aumento
durante los Ultimos anos producto de la accion humana. El rapido crecimiento
desarrollado por la industria desde la revolucién industrial ha tenido efectos
devastadores sobre el medio ambiente cambiando sus caracteristicas fisicas,
guimicas y biolégicas [1]. Los sistemas acuaticos, se estan viendo afectados
por la infinidad de minerales téxicos que son vertidos por las industrias.

Antofagasta es una de las regiones que se ha visto afectadas por este
proceso. Ubicada en pleno desierto de Atacama en el norte de Chile; muestra
importantes limitaciones del uso de sus aguas debido a la calidad fisicoquimica
que estas presentan. El incremento de la industria metal-mecanica y
especialmente el sector productivo de la mineria, ha provocado la
contaminacion de las aguas de Antofagasta con minerales y metales pesados
a niveles que son catalogados como peligrosos por la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS).

El rio Loa es el principal curso de agua que recorre la region de Antofagasta
y con sus 440 kms de longitud se cataloga como el rio mas largo de Chile. El
uso de sus aguas es vital para la actividad agricola y pecuaria de la que viven
las localidades aldeanas al rio. Actualmente, estas aguas se estan viendo
contaminadas, imposibilitando la subsistencia. Los contaminantes principales
son el boro (lll), y el arsénico (V), con 60 y 12 ppm respectivamente.

En Castillay Ledn, el arsénico, de elevada toxicidad, se encuentra presente
en el subsuelo formando parte de compuestos de aguas subterraneas, como
sulfuros metalicos. Ademas, es un mineral ampliamente utilizado en medicina,
cosmeética, pinturas y componentes electronicos, entre otros. Todas estas
aplicaciones han contribuido en gran medida a la dispersion de este
contaminante en la naturaleza, pero probablemente la principal haya sido la
utilizacion extensiva de varias formas inorganicas de As como pesticidas en la
agricultura [2].

El presente trabajo surge de una colaboracion entre la Universidad de
Valladolid y la de Antofagasta, que vienen colaborando de forma activa desde
hace casi 20 anos. La eliminacion de boro y arsénico de aguas contaminadas
es tema de interés para ambas regiones y se trabaja de forma conjunta.



2.2. Contaminantes

El arsénico presenta varios mecanismos de toxicidad relacionados con la
capacidad de interferir en las actividades metabdlicas de los organismos vivos,
asi como el boro, aunque este Gltimo en menor medida [3]:

- Bloqueo de grupos funcionales que forman parte de las moléculas
biologicas tales como enzimas y sistemas de transporte de nutrientes
esenciales [4].

- Desplazamiento y/o sustitucion de iones esenciales presentes en
biomoléculas y unidades celulares funcionales, generando inactivacion
de enzimas o danos en la membrana celular o en algin organulo
especifico [5].

- Induccién de generacion de especies de oxigeno reactivas en el espacio
intracelular, pudiendo ocasionar danos en proteinas, lipidos y acidos
nucleicos por su alto poder oxidante [6].

2.2.1. Boro

El boro (nUumero atdmico 5) es un metaloide de aspecto negro en su estado
elemental pero se encuentra en la naturaleza asociado a otros elementos en
forma de sales, cuyo estado en forma natural es sé6lido (no magnético) y sus
estados de oxidacion +1, +2 y +3. Constituye uno de los micronutrientes
esenciales en el ciclo de vida de las plantas, resultando necesario en
cantidades trazas en la produccion de energia y el metabolismo de los seres
humanos. Sin embargo, se asocia el exceso de este elemento con importantes
problemas a la salud, tales como efectos crénicos incluyendo vémito, dolor de
cabeza, hipotermia, dano al rindn, nauseas, pérdida de peso y disminucion de
la actividad sexual [7]. La ecuacion 1 muestra el equilibrio del boro, presente
en forma de acido bérico, en solucién acuosa.

B(OH); + 2H,0 & B(OH); + H;0%

Ecuacion 1. Equilibrio de Boro (lll) en Disolucion Acuosa

El boro es empleado en diversos sistemas productivos, estando presente
en la produccion de vidrio y ceramica, como también en la fabricacion de
detergentes. Ademas, algunas de sus sales, como el tetraborato de sodio, se
utilizan en los sistemas de aislacion, formando parte de la composicion de las
fibras de vidrio. Los filamentos de boro se utilizan como materiales ligeros pero
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de alta resistencia en estructuras aeroespaciales. Ademas, como bromuros
metalicos para aumentar la dureza de determinadas sustancias [7].

2.2.2. Arsénico

El arsénico (nUmero atdmico 33) es un metaloide de aspecto gris, cuyo
estado en forma natural es sélido y presenta tres estados de oxidacion; +3, -3
y +5. Es uno de los elementos mas toxicos que pueden ser encontrados. Dicha
toxicidad se asocia a la capacidad que presenta de afectar funciones
metabdlicas activas. Su biodisponibilidad se presenta a través de la comida,
aguay aire, pudiendo causar cancer de rinén, de la vesicula, de la préstata, de
higado y testicular [8]. El arsénico (V) es el principal estado de oxidacion
presente en las aguas superficiales, y su ecuacion de equilibrio en disolucion
acuosa se presenta en la ecuacion 2.

As(V) H3AsO, < H,AsO; + HAsO;™ + AsO;~

Ecuacion 2. Equilibrio de Arsénico (V) en Disolucion Acuosa

El arsénico es empleado principalmente para el fortalecimiento de las
aleaciones de cobre y plomo para su uso en baterias de coches. Es utilizado
ademas como conservante de maderas, en la fabricacion de pesticidas,
herbicidas e insecticidas y como dopante de tipo n en dispositivos
semiconductores electronicos [9].

2.3. Remediaciéon de la Contaminacion de Agua

En la actualidad, existen numerosas técnicas que permiten tratar la
contaminacion producto de los efluentes industriales, con el fin de reducir el
impacto ambiental [10]. Los métodos mas empleados se fundamentan en el
uso de las propiedades fisicas y/o quimicas de los contaminantes (Tabla 1); sin
embargo, estos mecanismos presentan inconvenientes al producir grandes
cantidades de lodos y resultando ineficientes a la hora de reducir las
concentraciones de estos minerales dentro del rango de 0-100 mg/L [11].
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Tabla 1. Ventajas y Desventajas de los Principales Tratamientos Fisico-quimicos para
el Tratamiento de Aguas Contaminadas por Minerales Toxicos

Método Ventaja Desventaja
NATURALEZA FISICA
Adsorcion Alta capacidad. El rendimiento

Cinética rapida.
Posible selectividad.

depende del
adsorbente.

Intercambio idnico

Posibilidad de
recuperacion del
mineral.

Alta regeneracion.

Coste elevado.
Sensibilidad a la
presencia de
particulas.

Osmosis inversa

Generacion de efluentes
puros.

Requiere elevada
presion.

Filtracion por
membrana

Requiere poco espacio.
Baja generacion de
residuos solidos.

Elevado coste.
Ensuciamiento
de la membrana.

NATURALEZA QUIMICA

Precipitacion quimica

Sin selectividad de
minerales.

Separacion
ineficiente a
elevadas
concentraciones.

Floculacion

Capacidad de
inactivacion bacteriana.

Consumo del
solvente.
Generacion de
lodos.

Tratamiento
electroquimico

Tolerancia a soélidos
suspendidos.
Selectividad de mineral
moderada.

Caro para
elevadas
concentraciones
de tratamiento.

Evaporacion

Generacion de efluente
puro.

Elevados lodos.
Energia intensa.

12
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Estas desventajas previamente planteadas, llevan a la buUsqueda de
nuevas alternativas mas eficientes, de bajo coste y amigables con el medio
ambiente. Durante los Gltimos anos se ha estudiado la posibilidad de emplear
material biolégico (biomasa) como una alternativa al tratamiento de las aguas
contaminadas ya que el uso de esta materia prima no genera contaminantes
secundarios y son de bajo coste debido a su gran abundancia y facil obtencion
[11]. Ademas, es posible su utilizacion optando tanto por métodos basados en
la actividad biolégica de los microorganismos que componen la biomasa o
mediante métodos en los que no es necesario que los microorganismos
permanezcan con vida [13]. La bioadsorcion y la bioacumulaciéon son los
principales procesos biol6gicos con mayores expectativas de futuro al ser
capaces de eliminar minerales toxicos de aguas contaminadas en bajas
concentraciones (0-100 mg/L) mediante el empleo de bioadsorbentes.

Los bioadsorbentes son organismos bioloégicos que presentan cierta
afinidad hacia los iones de algunos minerales por la composicion quimica de
las células de las que estan constituidos. Algunos tipos de bioadsorbentes
presentan prioridad por ciertos minerales toxicos, mientras que otros actian
sin ninguna especificidad. Los bioadsorbentes mas empleados por su alta
capacidad para adsorber son las microalgas [14]. Las ventajas que presentan
estos bioadsorbentes frente a otros como bacterias y hongos, van a estar
determinadas por la estructura y composicion quimica de la pared celular de
los materiales, ya que los grupos quimicos presentes en la superficie externa
de la pared son utilizados como sitios activos en la adsorcion [15].

2.4. Microalgas

Las microalgas son organismos microscopicos, eucariotas, capaces de
obtener la energia necesaria para llevar a cabo sus actividades biologicas
mediante la fotosintesis, actuando de manera similar al metabolismo presente
en los organismos del mundo vegetal [16]. Se desarrollan en medios acuaticos,
son unicelulares y de tamano variable [17]. Son especies naturales e inocuas,
y presentan un importante contenido de compuestos inorganicos en sus
procesos metabolicos. Por estas razones, pueden ser facilmente aceptadas por
el publico como material para remediar la contaminacion acuatica [13].

Las microalgas pueden ser clasificadas en varios grupos, dependiendo del
criterio establecido. La forma de clasificacion mas empleada se basa en
funcion del tipo de pigmento y la estructura de la pared celular [18]. A nivel
general, los principales grupos de microalgas se clasifican en:

e Microalgas verdes, las cuales presentan mayor relacion con los
organismos vegetales al poseer el mismo pigmento (clorofila), el mismo

13



producto quimico en sus paredes (celulosa) y el mismo producto de
almacenamiento (almidoén).

e Diatomeas, poseen una pared celular formada por compuestos
silicados que esta finamente estructurada con un patron especifico de
especies de puntos y lineas.

e Microalgas rojas, son especies marinas, de gran tamano y estructura
compleja, empleadas fundamentalmente en la industria alimentaria y
en la produccion de estabilizantes.

La mayoria de las especies de microalgas han sido estudiadas como
bioadsorbentes. Es importante destacar las microalgas verdes, con las que se
han obtenido muy buenas capacidades de adsorcion de minerales toxicos. Los
metales divalentes han sido los mas estudiados; Hg, Cd, Pb, Ni, Cu, Zn han sido
probados con Chlamydomonas reinhardtii, Chlorella miniata, Chlorella vulgaris
y Cladonia rangiformis entre otros [19]. Estudios previos destacan la capacidad
de bioadsorcion de Chlamydomonas reinhardii de Cd, Cu, Hg y Pb, llegando a
79,7, 7,54 [20], 106,6 y 380,7 mg/g [21] respectivamente.

Las microalgas deben su capacidad de adsorcion a su pared celular, es la
primera barrera para la captacion de iones de minerales; consta principalmente
de polisacaridos, proteinas y lipidos, que ofrecen varios grupos funcionales
(p.€j., carboxilo, -COOH, hidroxilo, -OH, fosfato, -PO3, amino, -NH2, y sulfhidrico,
-SH). Todos estos grupos, otorgan una carga neta global negativa a la superficie
celular y por tanto, una gran afinidad por los iones del boro y del arsénico a
través de diferentes interacciones [13].

2.5. Mecanismos de Eliminacion de Contaminantes
Presentes en Microalgas

El empleo de materiales biologicos, y particularmente de especies
microalgales, ha abierto nuevas puertas en el tratamiento de aguas, ya que
permite evitar los problemas ambientales que generan los métodos fisico-
quimicos, asi como importantes ahorros tanto econémicos como técnicos [22].
Los métodos biolégicos son una opcidon muy atractiva para la eliminacion de
minerales toxicos de aguas asi como para su posterior recuperacion. Estos
organismos presentan diversos mecanismos que conducen a la eliminacion de
contaminantes en cuerpos de aguas, siendo los mas importantes los
presentados a continuacion:
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2.5.1. Bioacumulacion

La bioacumulacion es un mecanismo celular que implica un gasto de
energia para poder transportar elementos toxicos hacia el interior de la
estructura celular [23]. La energia consumida es obtenida a través del sistema
H+-ATPasa. En el proceso de bioacumulacion, el mineral téxico ingresa al
citoplasma mediante el transporte activo que presentan las proteinas ancladas
en la pared celular, las cuales permiten el traspaso del mineral cruzando la
membrana plasmatica de la célula. En el interior, el mineral es captado por
proteinas ricas en grupos sulfhidrilos llamadas metalotioneinas, las cuales
forman moléculas que posteriormente son compartimentalizados en la
estructura interior de la vacuola. Se ha reportado este mismo mecanismo en
especies fungicas, levaduras y bacterias [24], como en el de la presencia de
uranio por la bacteria Psedomonas aeruginosa, al igual que en estudios
asociados a la especie de levadura Saccaromyces cerevisiae [25].

En la figura 1 se observa el mecanismo que presenta la microalga para
llevar a cabo la bioacumulacion. El ingreso se realiza mediante los siguientes
pasos: 1. Proceso inactivo de difusion; 2. Captacion activa por proteinas
capaces de transportar iones; 3. Flujo activo de iones libres tanto hacia el
interior como hacia el exterior de la célula en casos determinados; 4. Unién de
los iones libres con diversos compuestos organicos y/o inorganicos en el
citoplasma y 5. Trasporte a la vacuola y almacenamiento como iones libres o
como complejos.

Fal -
Citoplasma

N

Complejos Organicos
y/0 lnorganicos

/i

Mn+
M-Complejos

[ R AR f J .
Membrana Plasmatica

Mn+

Pared Celular

Figura 1. Mecanismo de Bioacumulacion de Minerales Toxicos por Microalgas en el
Interior de la Célula [24]

15



2.5.2. Bioadsorciéon

El fendmeno de bioadsorcion implica una interaccion fisicoquimica del
elemento contaminante con los ligandos presentes en la pared celular [15]. La
interaccion se lleva a cabo con los grupos funcionales como carboxilo, amino,
hidroxilo, sulfhidrico y fosfato [4]. Posee una cinética rapida y se puede
considerar independiente de la temperatura. El mecanismo de la bioadsorcion
se puede estudiar mediante modelos de isotermas de Langmuir y Freundlich
[25]. Este mecanismo se ha catalogado como un potente método de
biorremediacion comparable con las resinas de intercambio idnico que
alcanzan buenos rendimientos en la eliminacion de iones de diferentes
minerales [26]. Esto se ha reportado en estudios con la microalga Padina sp.,
capaz de bioadsorber Cu2* a pH 5 alcanzando 0,08 mmol/g de biomasa, con
una concentracion de microalgas pretratadas de 2 g/L [27].

Los mecanismos a través de los cuales se lleva a cabo la bioadsorcion
(figura 2), son variados y difieren en funcion del mineral toxico que se desee
remover de la fuente de agua contaminada y del tipo de bioadsorbente, los
cuales suelen aparecer de manera solapada en un mismo proceso a la vez. Los
mas comunes son [23]:

e INTERCAMBIO IONICO, es el principal mecanismo de bioadsorcion de
minerales toxicos [15]. Ademas, muestra que las algas estan
protonadas o contienen iones ligeros que se liberan al unirse a los
cationes de los minerales toxicos.

e MICROPRECIPITACION, ocurre cuando la solubilidad del mineral en la
solucion alcanza su limite. Puede ocurrir por cambio en las condiciones,
tales como el pH. También puede producirse por una interaccion entre
el mineral y la superficie celular a través de la formacion de un complejo,
seguida de su hidrolizacion y la precipitacion del mineral en forma de
una especie hidrolizada en la pared celular [28].

e COMPLEJACION, producto de la formacién de complejos en la pared

celular, tras la interaccién entre el mineral y los centros activos de las
algas [29].
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INTERACCION ENTRE IONES Y BIOMASA ALGAL Mr*-lones de minerales toxicos
Nm*: jones intercambiables

S - sitios activos de las algas

v v v
MICROPRECIPITACION INTERCAMBIO IGNICO COMPLEJACION

60 O g &wn

Figura 2. Mecanismos de Bioadsorcion de Minerales Toxicos por Microalgas [28]

2.5.3. Comparacion entre los procesos de Bioadsorcion y
Bioacumulacion

A partir de la tabla 2, se puede concluir que el proceso de bioadsorcion es
el mas adecuado para la eliminacion de minerales toxicos, ya que permite tratar
elevados vollimenes de solucidon acuosa contaminada en un tiempo corto y
efectivo. Ademas, la bioadsorcion es un proceso reversible, por lo que la
biomasa puede ser reutilizada en varias ocasiones como bioadsorbente y
reducir de esta forma el coste del proceso.

Tabla 2. Ventajas y Desventajas de los Procesos Biolégicos de Captacion de
Minerales Toxicos

BIOADSORCION BIOACUMULACION

Minerales unidos a la superficie de Metales unidos a la superficie de la
la pared celular pared celular y acumulados en el
interior de la célula

Proceso reversible Proceso parcialmente reversible
Rapido Lento
No se ve afectado por el efecto Se ve afectado por el efecto téxico
toxico de los contaminantes de los contaminantes
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Alcanza concentraciones
intermedias de equilibrio de los
contaminantes

Posibilidad de recuperacion y relso
de los contaminantes mediante un
proceso de desorcion

La biomasa puede regenerarse y
emplearse en varios ciclos de
adsorcion

Alcanza muy bajas concentraciones
de equilibrio de los contaminantes

Los minerales solo pueden
recuperarse matando las células de
la biomasa

La biomasa no puede recuperarse

2.6. Equilibrio de Adsorcion

[30]

En todo proceso de adsorcion existe una fase sélida (adsorbente) que se
encuentra en una fase liquida (sorbente) en la cual esta presente la especie
disuelta que se desea adsorber (sorbato) [31]. La afinidad del sorbente y la
especie de sorbato hace que este Ultimo sea atraido hacia el sélido y sea capaz
de unirse a él por diferentes mecanismos hasta que se establezca un equilibrio
entre ambos [23]. El material adsorbente es caracterizado en funcién de su
capacidad para retener el sorbato. Para conocer esta capacidad, es necesario
determinar el metal captado por el biosorbente asi como la cantidad de sorbato
por la unidad de fase sélida, expresado en la ecuacion 3 [32].

V(G- 0)
=

Ecuacion 3. Equilibrio de Adsorcion

Siendo:

q: capacidad de adsorcion de la biomasa en el equilibrio (mg mineral/g de

biomasa).

C: concentracion de mineral en el equilibrio (mg mineral/L).

Cy: concentracion de mineral inicial en la solucion (mg mineral/L).

V: volumen de la solucion de contacto (L).

W : cantidad de bioadsorbente (g de biomasa).
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Las temperaturas habituales a las cuales se lleva a cabo el proceso de
bioadsorcion presentan un amplio rango, con temperaturas que van desde los
10°C hasta los 70°C [33]. El estudio de estos procesos se ha llevado a cabo
mediante el uso de isotermas, pueden definirse como la relacion de equilibrio
entre la concentracion de adsorbato en la fase sélida (q) y la concentracion de
particulas en la fase fluida (C). Se han desarrollado varios modelos que son
capaces de describir el equilibrio de adsorcion, generalmente trabajando con
modelos ideales. Los principales modelos que estudian estos fendmenos son
los modelos de Langmuir y Freundlich, los cuales mediante expresiones
matematicas (ecuacion 4 y ecuacion 5) lograron representar una relacion de
isotermas de adsorcion (q) vs (C) [34].

_ bC

Ecuacion 4. Isoterma de Langmuir
q= k C(l/n)
Ecuacion 5. Isoterma de Freundlich

Siendo:

Qmax: Capacidad de adsorcion maxima de la biomasa (mg mineral/g de
biomasa).

b: coeficiente de afinidad entre sorbato y adsorbente.

k: constante de Freundlich, relacionada con la capacidad de adsorcion de la
biomasa.

1/n : indica la intensidad de adsorcion.

2.7. Cinética de Adsorcion

La cinética de adsorcion representa la velocidad de ajuste del equilibrio
entre la concentracion del metal enlazado en la superficie de la biomasa y la
concentracion del metal presente en la fase liquida del medio [35]. Se han
propuesto varios modelos cinéticos para poder ajustar los datos
experimentales de bioadsorcion de minerales toxicos presentes en disolucion.
Estos modelos permiten conocer los mecanismos por los que se lleva a cabo el
proceso asi como las etapas controlantes, tales como el transporte de masa o
los procesos de reaccion [36]. Los principales modelos cinéticos son:
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a) MODELO DE PSEUDO PRIMER ORDEN,

En el cual se considera que la velocidad de ocupacion de los sitios de
union de la superficie celular por los iones metalicos es proporcional al
nimero de sitios desocupados presentes en el bioadsorbente [37]. Este
modelo es representado en la ecuacion 6, facilitando su representacion

grafica tal y como indica la ecuacion 7.

dq
Fri ki(qe — q)

Ecuacion 6. Ecuacion Cinética Pseudo Primer Orden

Integrado entre los limites t=0 a t=t y q=0 a q=q. [29]:

1
lo —q)=1lo ——t

Ecuacion 7. Ecuacion Cinética Pseudo Primer Orden Linealizada
Siendo:

k,: constante cinética de primer orden.

q: cantidad de mineral adsorbido en el bioadsorbente al tiempo t (mg/g).

q.: cantidad de mineral adsorbido en el bioadsorbente en el equilibrio (mg/g).

b) MODELO DE PSEUDO SEGUNDO ORDEN,

Es aplicable cuando la velocidad de ocupacion de los sitios de adsorcion
es proporcional al nUmero cuadrado de los sitios no ocupados en la
superficie del bioadsorbente [27]. Este modelo es representado en la
ecuacion 8; ademas, puede ser linealizada para facilitar su
representacion, tal y como aparece en la ecuacion 9.

dq
7 = ke(qe — q)°

Ecuacion 8. Ecuacion Cinética Pseudo Segundo Orden
Integrado entre los limites t=0 a t=t y q=0 a q=0e:

1 1
:_+k2't
de — 4 qe

Ecuacion 9. Ecuacion Cinética Pseudo Segundo Orden Linealizada
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Siendo:
k,: constante cinética de segundo orden.

La constante cinética de segundo orden (kz2) presenta cambios frente a
factores tales como el pH, concentracion inicial de ion, concentracion de la
biomasa y temperatura, con lo cual presenta una mayor adaptacion, haciendo
que su representacion sea asociada de mejor forma al proceso real de
experimentacion [38]. El modelo de pseudo-segundo orden indica que existen
fuerzas de valencia por medio del intercambio o uniones covalentes entre el
adsorbente y el adsorbato, ademas de mecanismos de complejacion,
coordinacioén, y/o quelacion [35].

2.8. Factores que Afectan en la Bioadsorcion

El proceso de adsorcion presenta numerosas variables que afectan. Los
parametros mas importantes son: pH, el tiempo de adsorcion, la concentracion
de biomasa, el estado en que se encuentra (viva 0 muerta) y la especie de
microalgas empleada, entre otros [12].

pH

El pH de adsorcion marca las propiedades acido-base de los grupos
funcionales presentes en la pared celular de las microalgas y sobretodo, la
especiacion de los minerales [39]. A pH bajo, los grupos funcionales de las
células se asocian con iones H + y las fuerzas repulsivas dificultaran las
posibles uniones a los iones de los minerales cargados positivamente [40]. A
medida que el pH aumenta, los sitios activos se van desprotonando, con el
consiguiente aumento de las cargas negativas y una mayor afinidad por los
cationes presentes en los minerales. Existen varios grupos funcionales para
unir cationes a distintos rangos de pH: a pH 2-5, los grupos carboxilo dominan,
pero a pH 5-9 se unen por grupos fosfato, mientras que a pH 9-12, carboxilo,
fosfato e hidroxilo (0 amina) también seran adecuados. Estudios confirman
esta tendencia del pH, en el caso de adsorcion de Cd2* la adsorcion por
Desmodesmus pleiomorphus aumenta al pasar de pH 4.0 a 5.0 [41], y en el
Zn2*al pasar de pH 3 a 6, aumentando la capacidad de adsorcion de 10,2 a 30
mg/g [42]. A niveles de pH mas altos tiende a ocurrir la precipitacion de la
mayoria de los minerales, lo que explica la disminucidon que normalmente se
observa en la eliminacion del metal [12].
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Tiempo de adsorcién

El tiempo de adsorcion es un parametro determinante para definir una
optimizacion del proceso de adsorcion a nivel industrial. En el proceso de
adsorcion de Pb2* por Spirulina maxima concetrada a 1 g/L y pH 5,5 el
equilibrio de bioadsorcion se alcanzé a los 60 minutos, alcanzando el 100% de
su capacidad [39]. Entre las 3 horas y un dia los minerales téxicos atraviesan
la pared celular saturada [43].

Concentracion de la biomasa

La concentracion de biomasa en solucion, por mayor que sea, no aumenta
los rendimientos de adsorcion; al contrario, concentraciones bajas de biomasa
en solucion presentan mayor capacidad de bioadsorcion por unidad de
biomasa. Esto, es debido a que al presentar una menor densidad celular, las
interacciones electrostaticas entre las células serian menores, por lo que la
cantidad de sitios activos para la captacion de iones seria mayor [44]. Altas
concentraciones de biomasa disminuyen el rendimiento, producto de un efecto
de proteccion entre las células con el fin de proteger los sitios de union para
que no sean ocupados por iones. Esto se ha reportado en estudios
desarrollados con Spirulina maxima para adsorber Pb2+ a pH 6, aumentando la
biomasa desde 0,1 hasta 20 g/L, produciéndose una disminucion del nivel de
metal eliminado por unidad de biomasa desde 121 a 21 mg/g [45].

Especie de la microalga

Las microalgas presentan diferentes composiciones quimicas en la
superficie de la pared celular; por tanto, la cantidad de sitios de union para
captar iones va a ser diferente en funcion de la especie [46]. Muchas especies
han desarrollado una capacidad denominada tolerancia, la cual consiste en la
adaptacion a sobrevivir en presencia de minerales toxicos en su
medioambiente. El parametro para determinar esta capacidad es Espo,
determina la concentracion efectiva media, valor en el cual un compuesto
toxico es capaz de provocar la muerte del 50% de la poblacion total [47].
Estudios muestran los efectos del Cd2* en el crecimiento de S. obliquus y D.
pleiomorphus en las mismas condiciones, y sus correspondientes valores de
Eso fueron 0,058 y 1,92 mg/L de Cd [48].

Estado de la Biomasa

Tanto biomasa viva como muerta ha sido empleada como bioadsorbente,
presentando ventajas y desventajas en ambos casos (tabla 3). En un estudio
realizado para la adsorcion de Zn2* por Scenedesmus obliquus y D.
pleimorphus tras inactivar mediante calor las células de biomasa, el porcentaje
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de adsorcion casi se duplicoé con respecto a los casos de biomasa viva, pasando
de 42% a 77,5 % [49].

Tabla 3. Comparacion de la Adsorcién con Biomasa Muerta frente a Viva

BIOMASA MUERTA BIOMASA VIVA
VENTAJAS

- Independiente del - Aunque las células pueden
crecimiento, no sujeto a saturarse, el sistema se
limitaciones de toxicidad. regenera gracias al

- Sin limitaciones bioldgicas. crecimiento.

- Son mas rapidos y eficientes - La actividad metabdlica
en la eliminacion de genera cambios en el estado
minerales. de valencia.

- Las células pueden ser
modificadas genéticamente.

DESVENTAJAS
- Rapida saturacion de los - Se necesitan nutrientes de
centros activos, es necesario forma continua para el
eliminar el metal antes de crecimiento.
utilizar de nuevo la biomasa. - La desorcion es limitada, por
- Mayor sensibilidad al pH. uniones intracelulares.

- Sensibilidad a la toxicidad.

[50]

2.9. Sistemas Multiminerales

La composicion de todas las aguas contaminadas es muy compleja, siendo
conformadas por una mezcla de varios minerales, por lo que para el estudio del
proceso de la bioadsorcion en sistemas biminerales y multiminerales los
estudios del efecto de varios minerales representan de forma mas efectiva los
problemas ambientales relacionados con los presentes en la realidad, que los
estudios asociados a un Gnico mineral [27]. La adsorcion de minerales toxicos
por la biomasa algal puede verse afectada en la presencia de otros
minerales/coiones en solucién, llegando a la inhibicion producto de
interacciones competitivas entre ellos y los sitios de union de adsorcion en la
pared celular. Esto se puede observar en estudios de adsorcion binaria de Zn2+*
y Cu2*, a pH 4, llevado a cabo con la microalga Oscillatoria angustissima; en
donde se determind que sin la presencia de Cu2* en el medio, la bioadsorcion
de Zn2* resultante fue 0,31 mmol/g, pero en presencia de 1 mM de Cu?* la

23



bioadsorcion de Zn2* disminuyé a 0,14 mmol/g [51]. En general, los iones de
los minerales pesados se unen mas fuertemente que los de los iones mas
ligeros, esto es debido a que presentan mayor electronegatividad lo que le
reporta una mayor afinidad hacia el sitio de unién presente en la biomasa [12].
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3. Objetivos y Alcance

El objetivo principal de esta investigacion es determinar la capacidad de
adsorcion de la especie microalgal Chlamydomona reinhardtii para eliminar
boro y arsénico de aguas contaminadas y, analizar diferentes aspectos de
forma experimental para conocer la viabilidad del proceso. Para ello, se han
planteado los siguientes objetivos especificos:

e Determinar las condiciones 6ptimas del proceso de bioadsorcion para
Boro y Arsénico en funcion de:
[ ] pH
= Concentracion de biomasa
= Tipo de Biomasa. Viva o Muerta
= Tiempo de contacto

e Representar y caracterizar los modelos cinéticos de adsorcion de la
biomasa para estudios de By As.

e Analizar los grupos funcionales que actdan como sitios de union en la
adsorcion de B, As mediante estudios de caracterizacion con infrarrojos.

e Determinar la capacidad de interaccion entre By As en el proceso de
bioadsorcion.
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4. Materiales y Métodos

41. Biomasa Microalgal

Para el desarrollo de todos los estudios realizados a lo largo de esta
investigacion se selecciond a la especie de microalga verde, Chlamydonomas
reinhardtii, (Culture Collection of Algae de la University of Gottingen, Germany
(SAG)), como organismo bioadsorbente. La seleccion se basa en su facilidad de
obtencion y abundancia, ademas de su homogeneidad [52].

Las microalgas son empleadas tanto vivas como muertas. Las microalgas
muertas fueron obtenidas a partir de las vivas al ser centrifugadas a 4500 rpm
durante 5 minutos y mantenidas a 103°C en estufa 24 horas, posteriormente
fueron molidas (100 pm de diametro).

4.2. Condiciones de Cultivo

Para favorecer el crecimiento celular y la obtencion de biomasa, previo al
desarrollo de actividades experimentales, las microalgas se mantuvieron bajo
las siguientes condiciones:

e Fotoperiodo: 12:12, Luz: Oscuridad

e Luminosidad: 400 uE*m=2*s1

e Agitacion: Magnética

e Temperatura: Ambiente

e Medio de cultivo: Bristol (Tabla 4)

El medio de Bristol se caracteriza por estar compuesto por sales basicas,
siendo muy adecuado para cultivos a largo plazo. La fuente de carbono de los

cultivos corresponde a la adicion de CO2 gaseoso en el espacio de cabeza a
través de una bomba peristaltica, con un flujo de ingreso de 60 rpm.
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Tabla 4. Composicion del Medio de Cultivo de Bristol

COMPUESTO (Nutriente) | VOLUMEN (mL/L) CONCENTRACION (g/L)
Agua destilada 940 -

NaNOs 10 25
CaCl>2H20 10 2,5
MgS047H20 10 7,5
K2HPO4:3H20 10 9,83
KH2PO4 10 17,5

NaCl 10 2,5

[53]

A fin de eliminar posibles interferencias idnicas, es necesario que previo a
la actividad experimental, todo el material utilizado para los procesos de
biosorcion sea lavado con una solucién de HNOs (0,1 M), dejando actuar el
acido durante la noche previa. Posteriormente, se procede a enjuagar 3 veces
con agua MiliQ (agua ultra pura, con grado de laboratorio que ha sido filtrada y
purificada por 6smosis inversa), con el fin de eliminar el acido remanente.

4.3. Soluciones de Minerales

Los experimentos han sido realizados con dos disoluciones madre; una de
boro (3000 ppm) obtenida a partir de HsBO3 (Merck) [54] y otra de arsénico
(600 ppm) obtenida a partir de NazAsO4 (Sigma-Aldrich) [55]. Para ajuste del
pH de la solucion, se ha empleado una solucion acida de HCI (0,1 M) [56] y
NaOH (0,1 M) como solucidn basica [59]. Para acidificacion de las muestras
previo a los analisis de cuantificacion se ha usado una solucién de HNO3 (0,1
M) [33].

4.4, Estudio de Eliminacion de Boro y Arsénico de Aguas
Contaminadas

Los experimentos fueron realizados en matraces Erlenmeyer de 250 mL
con un volumen de solucion de 100 mL, a los cuales se les fue anadiendo el
mineral o los minerales correspondientes en funcion del estudio. Cada sistema
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fue mantenido en agitacion magnética constante, en ausencia de luz y a
temperatura ambiente.

Para la determinacion del contenido de cada elemento By As en el medio
acuoso, se obtuvieron muestras de un volumen de 5 mL en cada tiempo de
contacto de estudio. Cada muestra fue filtrada (Papel Whattam, porosidad 0,45
nm diametro) y acidificada con una solucion de HNOs (30 uL, 0,1 M) y
posteriormente almacenada a 4° C hasta su cuantificacion. Se determiné el pH
a cada muestra previa filtracion, mediante el uso de phmetro (Crison). La
determinacion de la concentracion final de boro y arsénico en muestras
obtenidas se realizO mediante la técnica de Espectroscopia de Masas con
Plasma Acoplado Inductivamente (ICP-MS, Inductively Coupled Plasma Mass
Spectrometry).

Determinacién del pH éptimo: Se realizaron estudios de bioadsorcion a 3
valores de pH fijados inicialmente (5,5, 7,0 y 9,5). Estos estudios fueron
realizados con biomasa viva y con biomasa muerta a 1g/L. Las concentraciones
de los elementos a estudiar fueron 60 ppm en el caso del boroy 12 ppm para
estudios con arsénico. El pH al que evoluciona el medio y la capacidad de
adsorcion de la biomasa a cada pH fueron determinados al finalizar cada
experimento, a las 3 horas de iniciado el estudio.

Cinética de bioadsorcion: Se realizaron estudios de cinética de bioadsorcion
con el objetivo de determinar el tiempo necesario para eliminar suficiente
mineral como para que el proceso sea considerado rentable en cada uno de
los elementos estudiados, y determinar el inicio del proceso de
bioacumulacion. Se estudioé la variable de la concentracion de la biomasa
realizando una comparacion a dos concentraciones distintas (5 g/Ly 1 g/L)y
se realizaron los estudios tanto para biomasa viva como para biomasa muerta,
al pH 6ptimo determinado en estudios previos. Los tiempos de contacto fueron
0, 5, 10, 15, 30y 180 min.

Estudios de caracterizacion: El estudio de los centros activos de la
biomasa se realizO mediante prueba de caracterizacion, espectroscopia de
infrarrojos FTIR (Fourier transform infrared spectroscopy), que permite
determinar los sitios de union del mineral con los centros activos de la biomasa
en los procesos de bioadsorcion [58]. Los estudios se llevaron a cabo utilizando
tanto biomasa muerta como viva original, fueron comparados con biomasa
cargada con boro y arsénico respectivamente. El tiempo de contacto analizado
fue 3 horas. Una vez obtenida la muestra de bioadsorcion, el analisis se realizo
mediante formacion de pastillas con 100 mg de bromuro potasicoy 2 mg de la
muestra de biomasa. El espectrofotometro permite de esta forma, obtener
espectros de absorbancia en funcion de las longitudes de onda
correspondientes entre el rango de 500 a 4000 cm-1.
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Estudios de interaccidn en sistema bimineral. El objetivo de este estudio es
determinar las posibles interacciones presentes en el proceso de bioadsorcion
en una solucion que presente ambos elementos de estudio. Para ello, se
prepard una solucion bimineral, compuesta por B y As, realizandose la misma
metodologia planteada para la cinética de los sistemas monominerales. Los
experimentos fueron realizados a un Udnico pH determinado en la
experimentacion previa. La concentracion de cada mineral utilizada en el
estudio fue de 60 ppm para el boroy 12 ppm para el arsénico. Los estudios
fueron realizados tanto con biomasa viva como biomasa muerta, y a las dos
concentraciones de biomasa previamente planteadas (5 g/L y 1 g/L). Los
tiempos de contacto fueron: O (instante inicial), 5, 10, 15, 30 y 180 min.
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5. Resultados Experimentales

5.1. Estudio de la Influencia del pH en Bioadsorcion de
Boro y Arsénico

EL estudio de la influencia del pH para el proceso de bioadsorcion permite
determinar el valor 6ptimo, en ensayos durante 3 horas con concentracion de
biomasa de 1 g/Ly con concentraciones iniciales de boro 60 ppm y de arsénico
12 ppm. Los mejores resultados, en cuanto a capacidad de remocion, seran
aplicados en el resto del experimento. La figura 3 muestra, en el caso del boro,
una fuerte influencia del pH, la especie presente es el acido bérico, un acido
muy débil con una constante de disociacion pka de 9,15. A un valor de pH
superior al pka, el acido boérico comienza el proceso de precipitacion,
dificultando la bioadsorcion, por otro lado, se puede observar una clara
reduccion en la capacidad de los centros activos a pH 5,5. Se considera como
un valor de pH o6ptimo el 7,0, el cual sera utilizado en los estudios
experimentales posteriores, al cual se ha alcanzado un porcentaje de
eliminacion de boro de 34% empleando biomasa viva y 30,8% empleando
biomasa muerta. En cuanto al arsénico, la bibliografia indica que la maxima
adsorcion de As(V) se da a pH proximo a 7 [59], debido a que en torno 8
comienza a precipitar; sin embargo, el porcentaje de arsénico adsorbido no
presenta grandes diferencias entre trabajar a pH 7 6 9,5, pasando de 27,3%
de arsénico adsorbido a 27% en el caso de biomasa viva y de 31,9% a 28,6%
en el de biomasa muerta, ya que las especies presentes en el medio pueden
modificar el pH de precipitacion. Para pH 5,5 si que se manifiesta una
disminucion considerable de la capacidad de adsorciéon producto de la
dificultad de desprotonar todos los centros activos presentes en la superficie.
Si se realiza una comparacion entre los resultados de biomasa viva y muerta,
los resultados de la biomasa viva presentan menores diferencias entre el
empleo de un pH u otro, esto se puede asociar a la capacidad que posee la
biomasa de ir regenerando sus centros activos.
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Figura 3. Porcentaje de Adsorcion de Boro y Arsénico por Biomasa Viva y Muerta en
Funcioén del pH

El valor del pH del medio de experimentacion tras 3 horas de bioadsorcion,
aparece representado en la figura 4, para el boro y para el arsénico, en contacto
con biomasa viva y muerta a 1 g/L. Para los estudios iniciados al valor del pH
acido (5,5), los resultados presentan un aumento alcanzando un valor de pH
de 6,44y 6,45 en el boro y el arsénico respectivamente, con biomasa viva. En
los casos de biomasa muerta, la diferencia es menor, pasando de pH inicial 5,5
a 5,69 en el boro y 6,03 en el arsénico. Se puede indicar que la biomasa
produce un cambio en el valor del pH con la solucion que presenta el mineral,
el cual se produce de manera instantanea y que la biomasa se comporté como
un aceptor de electrones. A pH inicial 7 el cambio es insignificante ya que esta
mas proximo al pH de precipitacion, pero a 9,5, la biomasa tendié a acidificar
el medio en el caso del boro hasta 8,51 en contacto con biomasa viva. En el
caso de biomasa muerta esta tendencia a acidificar aumenté, alcanzando un
pH de 7,89, al comportarse como donadora de protones. En el estudio del
arsénico la biomasa muerta acidifica el medio pasando de pH inicial 9,5 a 8,54;
sin embargo, en presencia de biomasa muerta el pH aumenta hasta 10,63 lo
que se puede asociar a la ausencia de carbono en el medio, nutriente esencial
para que las microalgas se mantengan vivas [60].
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5.2. Cinéticas y Capacidad de Bioadsorcion

El estudio de la cinética permite analizar el tiempo necesario para llegar a
una concentracion aproximadamente constante de eliminacion de boro y
arsénico, o proxima a la obtenida finalmente a las 3 horas [61].

En las figuras 5 y 6 aparecen representadas las cinéticas para boro a 60
ppm y para arsénico a 12 ppm para biomasa viva y muerta y a concentraciones
de5g/Ly1g/LyapH 7. Analizando los estudios cinéticos de adsorcion de
boro y arsénico por separado, se puede comprobar como la cinética del boro
es mucho mas rapida que la del arsénico, llegando a los 30 minutos de iniciado
el contacto con las microalgas a un porcentaje de adsorcion de boro con
respecto a la cantidad final (3 horas) del 74% en presencia de biomasa viva a
5 g/L, 80,9% con biomasa viva a 1 g/L, 83,7% con biomasa muertaa 5 g/Ly
91,9% con biomasa muerta a 5g/L. Los estudios de arsénico a los 30 minutos
muestran una adsorcion con respecto al arsénico adsorbido a las 3 horas, del
64,9% en el caso de biomasa viva a 5 g/L, 57,64% en el de biomasa vivaa 1
g/L, 85,24% en el de biomasa muertaa 5 g/Ly 80,2% en el de biomasa muerta
a 1 g/L. Esta diferencia entre los minerales se debe a la mayor concentracion
de boro anadida en comparacion con la de arsénico, haciendo que los centros
activos se saturen a mayor velocidad. En el caso del estudio con biomasa viva
se ha observado un aumento de mineral eliminado a las 3 horas, que podria
atribuirse a un inicio del proceso de bioacumulacion, la intervencion del
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metabolismo puede hacer que el mineral atraviese la pared celular de las
microalgas hacia el interior de las células. Por Gltimo, si se comparan las
cinéticas en funcion de la concentracion de biomasa, en el arsénico existe una
clara diferencia entre 1 g/Ly 5 g/L, eliminando mas arsénico en el Gltimo caso
por la presencia de mas centros activos capaces de interaccionar con los
cationes; sin embargo, la eliminacion a 5 g/L no es 5 veces mayor que a 1 g/L,
esto se produce por un efecto de proteccion entre las células que impide que
los sitios de unién sean ocupados por iones. En el caso del boro, son muy
similares las cantidades eliminadas, pudiendo deberse a precipitacion de boro

en el proceso.
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Considerando la capacidad de bioadsorcion de la biomasa, las figuras
7 y 8 muestran la capacidad de biomasa viva y muerta de adsorber boro a 60
ppm y arsénico a 12 ppm. Se puede apreciar como la capacidad de adsorcion
de microalgas vivas es mayor a los 30 minutos, pero a las 3 horas aumenta la
capacidad de las microalgas muertas, ya que para estas Ultimas, en este
intervalo de tiempo se inicia el proceso de bioacumulacion. En relacion a la
variable de concentracion de la biomasa, se puede indicar que las capacidades
de adsorcion en el caso del boro distan considerablemente de una
concentracion a otra, siendo unas cuatro veces mayor para 1 g/L que para 5
g/L, lo cual implica un proceso que apoya a la adsorcion durante la eliminacion,
la precipitacion. En el caso del arsénico, la capacidad a 1 g/L de bioadsorbente
es mayor que la de 5 g/L, pero no excesivamente, en torno a dos veces mayor
para la biomasa viva y 3 veces mayor para la biomasa muerta, debiéndose a
que elevadas concentraciones de biomasa en el medio generan interacciones
electrostaticas entre las células formando aglomerados que reducen los
centros activos disponibles para el mineral [62].
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Las cinéticas y la capacidad de bioadsorcion permiten determinar la etapa
controlante del proceso: reaccion quimica o transferencia de materia. A partir
de las cinéticas representadas anteriormente, se han probado dos modelos de
reaccion quimica para confirmar que se trata de la etapa controlante; el modelo
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de pseudo-primer orden y el de pseudo-segundo orden integrando entre t=0,
q=0 y t=t, q=qe tal y como aparece indicado en las ecuaciones 7 y 9, para
determinar los coeficientes cinéticos y la bondad del ajuste. Las tablas 5, 6, 7
y 8 muestran que el mejor modelo al que se ajustan los datos experimentales
representados en las figuras 9, 10, 11y 12, es el de pseudo-segundo orden,
evidenciandose en el sumatorio de los cuadrados de los errores Y'(g-Qcal)?,
expresion ampliamente utilizada para optimizar los parametros cinéticos
cuando se emplean técnicas de regresion lineal, asi como no lineales.
Coincidiendo con la bibliografia, la bioadsorcién esta controlada por reaccion
guimica y no por difusion, lo cual contribuye a la agitacion mecanica [37].
Ademas, la velocidad de ocupacion de los sitios de adsorcion es proporcional
al nimero cuadrado de los sitios no ocupados en la superficie del
bioadsorbente. Por otro lado, los coeficientes cinéticos son mayores para
biomasa muerta que para biomasa viva, confirmando una cinética mas rapida
de estas Ultimas, pero la biomasa muerta presenta menores capacidades de
bioadsorcion a las 3 horas ya que la biomasa viva en ese instante ya ha
comenzado el proceso de bioacumulacion y capta una mayor cantidad de boro
y de arsénico.
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Tabla 5. Modelo Cinético de Pseudo-Primer Orden para el Boro

Biomasa Viva Biomasa Viva Biomasa Muerta Biomasa Muerta
5¢g/L 1g/L 5g/L 1g/L
Je (ME/8) 5,40 20,40 4,38 18,50
k1 (min-1) 0,032 0,048 0,058 0,095
r2 0,872 0,737 0,852 0,892
2(0-lcar)? 9,325 128,105 4,393 65,315

Tabla 6. Modelo Cinético de Pseudo-Segundo Orden para el Boro

Biomasa Viva Biomasa Viva Biomasa Muerta Biomasa Muerta
5g/L 1g/L 5g/L 1g/L
Je (ME/8) 5,40 20,40 4,38 18,50
k2 (8/mgmin) 0,016 0,007 0,047 0,040
r2 0,914 0,912 0,962 0,967
2(G-Qeal)? 1,889 25,644 0,349 2,177
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Tabla 7. Modelo Cinético de Pseudo-Primer Orden para el Arsénico

Biomasa Viva Biomasa Viva Biomasa Muerta Biomasa Muerta
5¢g/L 1g/L 5¢g/L 1g/L
ge (Mg/g) 0,923 2,220 0,786 2,080
k1 (min1) 0,014 0,012 0,025 0,023
r2 0,895 0,889 0,920 0,907
2.(Q-car)? 0,299 0,593 0,370 1,459

Tabla 8. Modelo Cinético de Pseudo-Segundo Orden para el Arsénico

Biomasa Viva Biomasa Viva Biomasa Muerta Biomasa Muerta
5g/L 1g/L 5g/L 1g/L
Je (Mg/8) 0,923 2,220 0,786 2,080
K2 (g8/mgmin) 0,066 0,022 0,239 0,064
r2 0,959 0,980 0,984 0,968
2.(9-Qcal)? 0,016 0,062 0,004 0,121
5.3. Cantidad Neta de Boro y Arsénico Eliminado

Analizando la cantidad neta de mineral eliminado en porcentaje (figura
13), la biomasa concentrada a 5 g/L adsorbe una mayor cantidad neta en todos
los casos, siendo notable esta diferencia en el caso del arsénico tanto para
vivas como para muertas. Para el boro existe un salto en las concentraciones
de vivas producto de un posible inicio de bioacumulacién que pueden llevar a
cabo 5 g/L de biomasa frente a 1 g/L, pero en muertas el porcentaje de
eliminacion es similar ya que la adsorcion se produce en una pequena
cantidad. Estos resultados parecen indicar que la remocion de boro podria ser
debida a una precipitacion mas que a adsorcion, ya que no se ven afectados
por la concentracion de biomasa en el caso de microalgas muertas.
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Para una primera aproximacion del porcentaje eliminado en cada caso por
adsorcion y por precipitacion, se ha realizado un célculo preliminar,
considerando la capacidad de adsorcion independiente de la concentracion de
la biomasa; por tanto, la capacidad de adsorcion de la biomasa y la masa
precipitada es la misma para 1 g/L de biomasa y para 5 g/L. Ademas, son
conocidas tanto las masas de mineral eliminadas en cada instante, como la
concentracion de biomasa en el medio. Planteando la ecuacién 10 para cada
concentracion de biomasa (1 g/L y 5 g/L), llegamos a un sistema de dos

ecuaciones con dos incognitas (q, y m,).
Me = (¢ - [B]+mp
Ecuacion 10. Masa Eliminada

Siendo:

m,: masa de boro eliminada en cada instante de tiempo (mg).
[B]: concentracién de biomasa en el medio (g/L).

m,,. masa de boro precipitada en cada instante de tiempo (mg).

p
q.: capacidad de adsorcion en cada instante de tiempo (mg/g).

Las tablas 9 y 10 muestran las cantidades adsorbidas y precipitadas de
boro y arsénico por microalgas vivas y muertas. El boro a las 3 horas de
contacto con la biomasa presenta un porcentaje de precipitacion muy elevado,
especialmente en biomasa muerta el 95,9% del boro eliminado precipita con 1
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g/Ly 82,55% en presencia de 5 g/L. La biomasa viva actia adsorbiendo una
mayor cantidad, precipitando el 91% a 1 g/L y el 69,4% de boro a 5 g/L. En
cuanto al arsénico, la precipitacion es practicamente nula trabajando con
biomasa viva y con biomasa muerta alcanza un 37,27% de precipitacion de
arsénico a las 3 horas de contacto con 1 g/L de biomasa y un 10,87% con 5

g/L.

Tabla 9. Valores Reales de la Eliminacion de Boro

Masa Masa Y
Biomasa Tiempo qreal (mg  Adsorbida por Adsorbida por Pregis?ta
(estado) (min) B/g biomasa) Biomasa 1 g/L Biomasa 5 g/L (m %)
(mg B) (mg B) g
VIVA 0 0,00 0,00 0,00 0,00
VIVA 5 0,30 0,30 1,50 11,70
VIVA 10 0,65 0,65 3,25 13,75
VIVA 15 0,43 0,43 2,13 14,88
VIVA 30 0,88 0,88 4,38 15,63
VIVA 180 1,65 1,65 8,25 18,75
MUERTA 0 0,00 0,00 0,00 0,00
MUERTA 5 0,10 0,10 0,50 13,40
MUERTA 10 0,11 0,11 0,55 14,55
MUERTA 15 0,12 0,12 0,60 15,10
MUERTA 30 0,25 0,25 1,25 16,75
MUERTA 180 0,75 0,75 3,75 17,75
Tabla 10. Valores Reales de la Eliminacion de Arsénico
Masa Masa Y
Biomasa Tiempo qreal(mg  Adsorbida por Adsorbida por Pre?isai)ta
(estado) (min) B/g biomasa) Biomasa 1g/L Biomasa 5 g/L (m ’73)
(mg B) (mg B) g
VIVA 0 0,00 0,00 0,00 0,00
VIVA 5 0,35 0,35 1,75 -0,15
VIVA 10 0,37 0,37 1,85 0,00
VIVA 15 0,50 0,50 2,49 0,00
VIVA 30 0,60 0,60 3,00 -0,03
VIVA 180 0,88 0,88 4,40 0,16

42



MUERTA 0 0,00 0,00 0,00 0,00

MUERTA 5 0,44 0,44 2,18 -0,03
MUERTA 10 0,49 0,49 2,43 0,01
MUERTA 15 0,50 0,50 2,49 0,28
MUERTA 30 0,60 0,60 3,01 0,30
MUERTA 180 0,67 0,67 3,36 0,41

5.4. Analisis de Centros Activos: FTIR

El analisis mediante FTIR permite identificar los grupos funcionales de la
biomasa debido a su capacidad de absorber energia electromagnética en la
region infrarroja del espectro. La radiacion infrarroja genera la vibracion de
atomos como diminutos resortes alrededor de los enlaces covalentes que los
conectan, pudiendo hacerlo a diferentes frecuencias que caracterizan al grupo
funcional al que corresponden [63]. Esta intensidad de la absorcion depende
de la repeticion de un grupo y de la polaridad del enlace; a mayor polaridad
mayor intensidad de absorcion [64]. En la figura 14 se puede identificar la
longitud de onda caracteristica de cada grupo funcional y la intensidad con la
que son reflejados en cada una.

400

Figura 14. Regiones en las que Aparecen Bandas de Absorcion para diferentes
Grupos Funcionales y su Intensidad Relativa: f, fuerte; m, media y d, débil [65]
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Mediante esta técnica, se analizd en primer lugar la biomasa original, tanto
viva como muerta, como se muestra en la figura 15, pudiendo destacar las
siguientes bandas de tension:

e 3300 cm: correspondiente al grupo hidroxilo (-OH).

e 2900 cm': banda de tension del enlace -C-H de los grupos alcano.

e 1750 - 1500 cm: representativa de los grupos carboxilicos (-COOH) o
derivados, como carboxilatos (-COONa, -COOCa) o metoxilatos (-
COOCHz3), representando ademas los grupos amino (-NHz).

e 1500 - 1200 cm: corresponde a los grupos nitrico (-NO2) y en menor
medida a alquenos y alquinos.

e 1100 - 1000 cm™: banda de tension del enlace -C=H de los grupos
alqueno.

Las bandas de los grupos carboxilicos y nitricos son las mas diferenciadas
entre biomasa viva y muerta, manifestandose en gran forma en la grafica de la
biomasa muerta, indicando una mayor presencia de grupos funcionales que
pueden actuar como centros activos en las uniones del boro y el arsénico a la
biomasa. Esto puede deberse a una oxidacién de los grupos carboxilicos
presentes en la superficie producto del pretratamiento térmico efectuado.

Viva Original
Muerta Original

Absorbance Units

3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wavenurmber crm-1

Figura 15. FTIR Biomasa Viva Original frente a Muerta Original

Caracterizada la biomasa original, se aplico este analisis a la biomasa
tras pasar 3 horas a pH 7 en contacto, por un lado, con el boro a 60 ppm y
por otro, con el arsénico a 12 ppm. El objetivo es conocer qué grupos
funcionales intervienen en la union. Como se puede ver en la figura 16,
aparecen las bandas de tension que sufren mas modificaciones en el caso

44



Absobance Units

02 03 04 05 06 OF 08 08

del boro. Los picos que aparecen a 3300 cm™ corresponden a los grupos -
OH superficiales y aparecen ligeramente desplazados hacia longitudes de
ondas menores con respecto a la biomasa original; sin embargo, estos picos
indican y estan relacionados con la precipitacion, no con la adsorcion. En
cuanto al arsénico, en la figura 17 aparecen principalmente los grupos
carboxilicos, entre 1750 y 1500 cm1, desplazados hacia longitudes de
onda menores, debido al intercambio de la biomasa, de protones por
minerales, generando un enlace mas débil que el inicial entre el grupo
funcional y el hidrégeno [66]. En el caso de la biomasa muerta se generan
picos de mayor intensidad a 1350 cm-1 al crear nuevos enlaces con los
grupos -NO2 de la pared celular, evidenciando una capacidad de adsorcion
mayor. Por tanto, existe adsorcion gracias a los grupos carboxilicos y nitricos
en el experimento del arsénico y precipitacion debido a los grupos alcohol
en el analisis del boro. En cuanto a los cambios en los grupos alcano y
alqueno, al ser uniones mayoritarias en las moléculas organicas no son
relacionadas con bioadsorcion, sino a los multiples estados vibratorios de
estos grupos.

Viva Original
Muerta Original
Viva con Boro
Muerta con Boro

0.1

800 2400 X0 000 2800 2800 2400 2400
Waenumber cm-1

Figura 16. FTIR Biomasa Viva Original, Viva con Boro 3 horas, Muerta Original y
Muerta con Boro 3 horas
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Figura 17. FTIR Biomasa Viva Original, Viva con Arsénico 3 horas, Muerta Original y
Muerta con Arsénico 3 horas

5.5. Bioadsorcion de Arsénico en Presencia de Boro

Se procedid a repetir los estudios cinéticos con una solucion con boro y
arsénico para analizar la influencia del boro en la bioadsorcién de arsénico. En
la figura 18 y en la figura 19 se observa que la tendencia de la cinética y el
orden es similar a los experimentos de arsénico en ausencia de boro,
alcanzando el equilibrio en tiempos similares; sin embargo, en todos los casos
se alcanzan valores de eliminacién mayores en presencia de boro. El contacto
de biomasa con boro y arsénico no esta generando una competencia entre sus
cationes por los centros activos del bioadsorbente ya que presentan diferente
naturaleza. La figura 20 muestra que aumenta la cantidad neta total de
arsénico eliminado, a partir de esta figura se puede concluir que en el caso del
arsénico, existe una parte adsorbida al igual que ocurre cuando esta en
solucién monomineral. Sin embargo, por otro lado se produce un aumento de
la capacidad de remocion desde la solucion acuosa producto de un efecto de
arrastre por parte del boro en su proceso de precipitacion, favoreciendo la
eliminacion del arsénico en presencia de éste.
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La cantidad de arsénico que precipita en presencia de boro se determind
de la misma manera que en el apartado previo (5.3 Cantidad Neta de Boro y
Arsénico Eliminado). Teniendo en cuenta la cantidad de arsénico precipitado
en ausencia de boro (tabla 9) y en presencia de boro (tabla 11), se confirma
que existe un arrastre importante de arsénico por parte del boro en el proceso
de precipitacion, especialmente en el caso de microalgas vivas y a menor
concentracion (1 g/L), pasando de 37,27% de arsénico precipitado en ausencia
de boro a 91,14% en presencia de boro.

Tabla 11. Valores Reales de la Eliminacion de Arsénico en Presencia de Boro

Masa Masa

Biomasa Tiempo qreal(mg  Adsorbida por Adsorbida por Prl\gc?isita
(estado) (min) B/g biomasa) Biomasa 1g/L Biomasa 5 g/L (m ’;3 )
(mg B) (mg B) g

VIVA 0 0,00 0,00 0,00 0,00
VIVA 5 0,16 0,16 0,80 1,34
VIVA 10 0,24 0,24 1,19 1,86
VIVA 15 0,26 0,26 1,30 2,04
VIVA 30 0,26 0,26 1,31 2,34
VIVA 180 0,33 0,33 1,67 2,67
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MUERTA
MUERTA
MUERTA
MUERTA
MUERTA
MUERTA

10

15

30
180

0,00
0,12
0,17
0,21
0,23
0,31

0,00
0,12
0,17
0,21
0,23
0,31

0,00
0,60
0,86
1,04
1,15
1,55

0,00
0,56
1,13
1,52
2,29
3,19
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Conclusiones

En los estudios de determinacion de pH 6ptimo, el pH demostrd ser un
factor altamente influyente en el proceso de bioadsorcion, ya que es el
principal factor que determina la presencia de protones tanto en la
superficie como en el medio acuoso. Estos protones se catalogan como
competidores con los iones del boro y del arsénico ejerciendo una
influencia negativa en la union de los elementos estudiados con los
centros activos de la biomasa. A pH 5,5 la adsorcion se ve dificultada
por los protones presentes en la pared celular; sin embargo, a pH 7,0
los centros activos se desprotonan y captan una mayor proporcion de
cationes. Se concluy6 que a pH 9,5 la capacidad de adsorcion disminuye
ya que el boro y el arsénico precipitan, dificultando que la eliminacion
de estos elementos se produzca como una asociacion con la biomasa.

En la biomasa viva, se ha podido apreciar que a las 3 horas se produce
un incremento en la capacidad de remocion que puede asociarse al
inicio del proceso de bioacumulacion, en el cual los minerales ingresan
al interior de la estructura celular.

Las cinéticas obtenidas con los modelos teéricos, han alcanzado un
correcto ajuste al modelo de pseudo-segundo orden, mostrando que la
bioadsorcion esta controlada por reaccion quimica y la velocidad de
ocupacion de los sitios de adsorcion es proporcional al ndmero
cuadrado de los sitios no ocupados en la superficie del bioadsorbente.

En cuanto al estudio de la concentracion de biomasa como factor en el
proceso de bioadsorcion; se puede considerar que al comparar la
capacidad de adsorcion por unidad de biomasa, en el caso del boro la
diferencia entre 5 g/L y 1 g/L fue muy elevada y el porcentaje total
eliminado muy parecido para ambos casos, indicando que
posiblemente, la eliminacion se estaba realizando mayoritariamente por
precipitacion. En el caso del arsénico, la capacidad de 1 g/L es mayor
que 5 g/L dentro de unos rangos asumibles, siendo tres veces mayor en
el estudio de biomasa viva y dos veces mayor en el de biomasa muerta.
Se puede confirmar la adsorcion de arsénico por parte de las células de
microalgas. Sin embargo, la reduccion de la capacidad de adsorcion a
una mayor concentracion, se asocia a una diminucion de la
disponibilidad de los sitios de union, ya que las células forman
aglomerados que reducen los centros activos disponibles para el
mineral; ademas, la cantidad de arsénico adsorbida es bastante mayor
a mayor concentracion de biomasa utilizada, pasando de 17,33% de
arsénico eliminado a 38% para la biomasa viva y de 17,67% a 32,75%
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para la biomasa muerta, ya que aunque la biomasa a 5 g/L haya
reducido su capacidad presenta mas centros activos disponibles.

En los estudios de caracterizacion mediante FTIR, el analisis de biomasa
con arsénico senald a los grupos carboxilo (1750-1500 cm?) como
principales centros activos, con una mayor manifestacion en la biomasa
muerta, y uniones con grupos nitrico (1350 cm1) no apreciables en
biomasa viva. Respecto al boro, los resultados del FTIR mostraron
cambios respecto a la biomasa original entorno a los grupos hidroxilo
(3300 cm1), confirmando que principalmente esta precipitando.

Finalmente, en los estudios de solucion bimineral B-As, se puede asumir
que, una vez descartada la bioadsorcion de boro, si se analiza la cinética
de arsénico en presencia de boro, la cantidad de arsénico eliminado
aumenta respecto a los casos anteriores, pasando de 38% de arsénico
eliminado sin boro a 41,67% en presencia de boro con 5 g/L de biomasa
viva, de 17,33% a 25% con 1 g/L de biomasa viva, de 32.75% a 39,5 %
con 5 g/L de biomasa muerta y de 17,67% a 25,42% con 1 g/L de
biomasa muerta, producto de la capacidad que presenta el boro de
arrastre de arsénico durante su proceso de precipitacion.
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