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RESUMEN

La explotacion minera en el sur del Ecuador ha incrementado su actividad en las 0lti-
mas décadas debido a la gran riqueza aurifera de la region. No obstante, la extraccion
de oro involucra procesos que causan impactos perjudiciales al ambiente, tales como
la liberacion de iones metalicos y compuestos inorganicos, mismos que son vertidos
a sistemas acuaticos o a la superficie terrestre, interactuando de manera adversa con
diversos organismos. Debido a esta problematica, el objetivo de esta investigacion fue
evaluar la eficiencia de remocion de mercurio, fosfatos, sulfatos y nitratos del agua
residual provenientes de la actividad minera a través de un proceso de ficorremediacion
mediante el uso de las microalgas Pleurococcus sp., Chlorella sp. y Scenedesmus sp.,
cepas aisladas de los Andes y la Amazonia ecuatoriana. Se valor6 la adaptacion de las
microalgas, asi como la capacidad de biosorcion de los contaminantes del agua residual
recolectada del punto de descarga de una de las plantas de beneficio, ubicada a orillas
del rio Calera, provincia de El Oro, Ecuador. Las microalgas fueron cultivadas para el
tratamiento del agua de forma individual y como consorcio en fotobiorreactores. Se
caracterizaron los parametros fisicos y quimicos del agua residual y del agua tratada,
determinandose que todos los tratamientos fueron eficientes, ya que se redujo consi-
derablemente la concentracion de contaminantes. El género de microalga con el que
mayor porcentaje de remocion de mercurio se obtuvo fue Pleurococcus con el 86 %;
mientras que, en la remocion de sulfatos, fosfatos, y nitratos, el consorcio de microal-
gas alcanzo6 resultados de remocion de contaminantes mayores al 76 %, 93 %y 97 %,
respectivamente. Por lo tanto, el uso de microalgas aisladas en los sistemas lacustres de
los Andes y la Amazonia del Ecuador representa una fuente de germoplasma promisorio
para aplicaciones de biorremediacion ambiental.
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ABSTRACT

Mining operations in the south of Ecuador have increased their activity in the last
decades due to the great auriferous wealth of the region. Nevertheless, gold extraction
involves processes that cause dangerous impacts to the environment, such as the release
of metal ions and inorganic compounds, which are discharged into aquatic systems
or to the earth’s surface, interacting adversely with various organisms. Due to this
problem, the aim of this research was to evaluate the removal efficiency of mercury,
phosphates, sulfates, and nitrates from the gold mining wastewater through a phytore-
mediation process. The study collected and applied microalgae species of the Andes
and the Ecuadorian Amazon such as Pleurococcus sp., Scenedesmus sp., and Chlorella
sp. The adaptation of the microalgae was evaluated, as well as the absorption capacity
of the pollutants of the wastewater collected from one of the gold processing plants
located on the riverside of the Calera River, province of El Oro. The microalgae strains
were cultivated individually and as a consortium in photobioreactors for the treatment.
The physical and chemical parameters of the wastewater and the treated water were
characterized. The results determined that all the treatments were efficient, since the
concentration of contaminants was considerably reduced. Pleurococcus was the genus
of microalgae with the highest percentage of mercury removal, with 86 %, while in
the removal of sulfates, phosphates, and nitrates, the microalgae consortium achieved
results greater than 76 %, 93 % and 97 %, respectively. Thus, the use of isolated micro-
algae on the lacustrine systems of the Andes and the Ecuadorian Amazonia represents
a promising source of germplasm for environmental bioremediation applications.

INTRODUCCION

La contaminacién del ambiente con metales pe-
sados es una de las principales problematicas a nivel
mundial, ya que se genera por distintos procesos
industriales como metalurgia, curtiembre, mineria,
produccién de baterias, galvanizados, etc. (Volesky
y Holant 1995, Bwapwa et al. 2017). Este tipo de
contaminantes se asocia con un deterioro constante
del ambiente, debido a que una vez vertidos en el
aguay en la superficie terrestre, los metales pesados
presentan el riesgo de volverse toxicos en altas con-
centraciones y entrar a la cadena trofica, afectando en
gran magnitud la salud del ser humano (WBG 1998,
Kumar et al. 2015).

La contaminacidén por mercurio representa una
problematica creciente, especialmente en algunos
paises de América Latina debido a la expansion de
la mineria artesanal del oro durante las tltimas tres
décadas (Appleton et al. 2001). En el Ecuador, la
region donde se explota este mineral estd ubicada
al sur del pais, en las provincias de El Oro, Azuay y
Zamora Chinchipe, donde los mineros utilizan mer-
curio para formar una amalgama (INIGEMM 2014).

La produccion de oro en 2015 llegd en promedio
a 6.2 mil kilogramos, de los cuales el 31.6 % se
extrajo de la provincia de El Oro (BCE 2016). Y
es en esta zona donde se encuentran las principales
plantas de procesamiento o de beneficio de este metal,

especificamente, a orillas de los rios Calera y Ama-
rillo. Incluso, a partir de 2011 se observa un alto
incremento del numero de plantas de beneficio, de
las cuales 85 son consideradas de pequefia produc-
cion (Marin 2011, MAE 2013, MME-ARCOM-
INIGEMM 2016).

Los procesos de extraccion de oro generan mu-
chos residuos toxicos que requieren tecnologias
para tratarlos antes de ser emitidos al ambiente. Sin
embargo, los métodos tecnologicos que se utilizan
en la recuperacion de metales pesados conllevan un
alto costo de inversion, ya que requieren una alta
cantidad de energia, asi como reactivos quimicos que
generan otros desechos igualmente toxicos (Volesky
2001). Por otro lado, pueden ser ineficientes en la
remocion de estos contaminantes, debido a las altas
concentraciones que pueden presentarse y su baja
eficacia (He y Chen 2014).

Las tecnologias de biorremediacion, que son
procesos naturales ambientalmente seguros, se
han convertido en alternativas atractivas para los
métodos convencionales. ellas, la biosorcion y la
bioacumulacién abordan diversas interacciones y
concentraciones de metales toxicos en biomasa viva
(bioacumulacion) o no viva (bioadsorcion) a partir
de microorganismos (Bhatia et al. 2016).

Una forma de tratar estos residuos de manera
natural y econémicamente viable es el uso de mi-
croorganismos. Las microalgas tienen la capacidad
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de aprovechar los nutrientes inorganicos, alta tole-
rancia a los metales pesados, y habilidad de crecer
autotrofica y heterotroficamente, caracteristicas que
benefician su crecimiento (Barsanti y Gualtieri 2006).
Las microalgas son microorganismos unicelulares
capaces de realizar fotosintesis, con una gran adap-
tacion ecoldgica y plasticidad bioquimica (Andersen
2005). Ello las convierte en fuente de varios produc-
tos quimicos tales como polisacaridos, lipidos, pro-
teinas y pigmentos, entre otros. Estas caracteristicas
han permitido su utilizacidon en diversos campos de
la biotecnologia durante las ultimas tres décadas.

Las microalgas como agentes descontaminantes
ofrecen varias ventajas que incluyen bajos costos
de produccion, facil manipulacion, no son contami-
nantes y posibilitan la extraccion de contaminantes
metalicos y sales, por lo que no son considerados una
fuente de desechos secundarios (Kumar et al. 2015).
Estudios realizados con especies de microalgas solas
0 en consorcio como Chlorella, Scenedesmus, Nos-
toc, Cladophora, Chlamydomonas o las cianobac-
terias Spirulina, Anabaena y Oscillatoria alcanzan
altos porcentajes de remocion de contaminantes, en
especial para s6lidos totales disueltos, DBOs, DQO,
NO;, NHy y PO4*~ (Sharma y Khan 2013).

Por este motivo, la ficorremediacion es una he-
rramienta con alto potencial de remocién de conta-
minantes, en la cual las microalgas son usadas como
microorganismos depuradores de aguas residuales.
Existen algunas especies de microalgas capaces de
absorber, acumular y reducir el tiempo de descon-
taminacion de los metales en un ecosistema debido
a que la biomasa que se produce a partir de estos
microorganismos presenta adaptaciones celulares
capaces de retener iones metalicos (Perales-Vela et
al. 2006, Kaplan 2013).

El objetivo de este estudio fue evaluar la capaci-
dad de remocion del mercurio, asi como la captacion
de nitratos, fosfatos y sulfatos mediante el uso de
microalgas aisladas de areas protegidas de sistemas
lacustres de los Andes y la Amazonia del Ecuador;
asimismo, valorar la capacidad de adaptacion al
efluente metalurgico entre cepas provenientes de
areas protegidas.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

El presente estudio se realizd6 con muestras del
sobrenadante metalurgico generado a orillas del rio
Calera, canton Portovelo, dentro del distrito minero
Zaruma-Portovelo al sur del Ecuador (Fig. 1). El

punto de muestreo fue georreferenciado mediante
GPS (Garmin® Etrex 30) con las coordenadas 3°
43457 S, 79° 38° 11 W. El efluente emitido por
las beneficiadoras de oro en el rio Calera presentd
una temperatura de 23 °C y pH de 8, conductividad
de 113.7 uS, solidos totales disueltos (STD) de 22.7
ppmy 930 luxes en el area de estudio.
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Fig.1. Mapa de las dreas mineras del Ecuador y detalle del sitio
de recoleccion: rio Calera, Canton Portovelo, Provincia
de El Oro

La recoleccion se llevo a cabo a principios de la
época seca, cuando el rio alcanza un caudal de 9 m’/s,
aproximadamente (Tarras-Wahlberg et al. 2001), con
precipitaciones minimas de 2.1 m?/s durante esta
época del afio y de hasta 20 m*/s durante el periodo
lluvioso (Tarras-Walhberg y Lane 2003). En la zona
de Zaruma-Portovelo, la vegetacion es de bosque hu-
medo templado y la temperatura varia de 14 a 22 °C,
con una precipitacion media anual de 1500 mm
(GADPEO 2015).

Recoleccion de muestras de agua

El muestreo se realiz6 de acuerdo con la Norma
Técnica Ecuatoriana NTE INEN 2169:2013: Agua.
Calidad del agua. Muestreo. Manejo y conservacion
de muestras (INEN 2013). Se emplearon tres envases
oscuros de 50, 40 y 30 L. Cada recipiente fue curado
con la misma agua residual de donde se extrajo la
muestra. Adicionalmente, se tomaron muestras de
agua en envases esterilizados de vidrio oscuro de
500 mL para el analisis de mercurio.

Se midieron los parametros fisicos y quimicos
del agua recolectada, tales como temperatura, pH,
STD y conductividad mediante una sonda multipa-
ramétrica (OAKLON®); ademas, la intensidad de luz
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se midi6 por medio de un luxémetro (HoldPeak®™)
(Guaman-Burneo y Gonzalez 2016). Asimismo, las
muestras fueron acidificadas hasta un pH inferior a 2
empleando 4cido nitrico segun la norma establecida.
El transporte de las muestras se realiz6 siguiendo una
cadena de frio.

Caracterizacion fisica y quimica del agua residual

En cada ensayo se realizo un analisis quimico del
agua residual proveniente del punto de descarga de la
beneficiadora de oro, asi como un analisis posterior
al tratamiento con las microalgas a fin de determinar
su capacidad de remocion de mercurio, sulfatos,
fosfatos, y nitratos de estos microorganismos, asi
como su incidencia sobre el pH. El método empleado
para el analisis de mercurio se realizo mediante es-
pectrofotometria de absorcion atdmica de vapor frio
APHA 3112 con un rango de deteccion de 0.0002 a
0.5 mg/L (APHA 1998).

Para la determinacion de sulfatos se utiliz6 la
prueba Nanocolor nim. 0-87 con un rango de detec-
cion de 200-1000 mg/L SO4>" y la prueba num. 0-86
de 10 a 200 mg/L SO4* en una longitud de onda de
436 nm. Se empleo la técnica de enturbiamiento con
sulfato de bario mediante el fotémetro Macherey-
Nagel Nanocolor® PF-12.

Se utiliz6 la prueba Nanocolor ntim. 0-80 con un
rango de 0.3-15 mg/L P con una longitud de onda
de 690 nm para la medicion de fosfatos. La deter-
minacion fotométrica con azul de molibdeno tras
hidrolisis acida y oxidacion a 100-120 °C se realizd
en el fotometro Macherey-Nagel Nanocolor® PF-12.

La determinacion de nitratos se realizo por medio
de la prueba Nanocolor nim. 0-64 con un rango de

medida de 0.3-22 mg/L NOs-N en una longitud de
onda de 365 nm. La medicion se realizo con el foto-
metro Macherey-Nagel Nanocolor® PF-12. El método
empleado fue la determinacion fotométrica con 2,6-di-
metilfenol, en una mezcla de acido sulfurico/acido
fosforico a una temperatura de 20-25 °C (MN 2009).

Seleccion e identificacion de cepas de microalgas
y cianobacterias

Las cepas de microalgas y cianobacterias fueron
recolectadas en diversos sistemas lacustres de areas
protegidas del Ecuador con el Permiso de Investiga-
cion num. 002-14 IC-MC-DNB/MA y el Contrato
Marco de Acceso a Recursos Genéticos MAE-DNB-
CM-2015-0012 otorgado por el Ministerio del Am-
biente del Ecuador. Las cepas fueron seleccionadas
de acuerdo con la predominancia de especies de cada
sistema lacustre estudiado (Cuadro I), las caracte-
risticas morfoldgicas de cada género y la tasa de
crecimiento celular en el efluente metaltirgico con
un tiempo de experimentacion de 30 dias.

La identificacion se realizo mediante microscopia
optica (SOGERESA®) utilizando caracteres morfo-
logicos que fueron comparados con claves taxono-
micas (Smith 1950, Prescott 1962, Patterson 1996,
Wehr et al. 2003, Bellinger y Sigee 2010, Spaulding
et al. 2010, Oyadomari 2011, Serediak y Huynh
2011, Baker 2012, Song 2013, Guiry y Guiry 2015,
Guaman-Burneo y Gonzalez 2016).

Determinacion de cinética de crecimiento de cepas
seleccionadas

Los medios de cultivo utilizados para el creci-
miento microalgal fueron BG-11 (Rippka et al. 1979),

CUADRO 1. SELECCION DE CEPAS DE MICROALGAS Y CIANOBACTERIAS DE ACUERDO CON EL CRECIMIENTO
CELULAR Y ADAPTACION A EFLUENTES MINEROS

Codigo Género Sitio de recoleccion Densidad Tasa de
celular final ~ crecimiento
(cel/mL) celular
CMIE-H4-002 Scenedesmus sp. Laguna de Ozogoche, Parque Nacional Sangay 1.58 x 107 0.61
CMIE-D4-001 Chlorella sp. Laguna Sucus, Reserva Ecoldgica Cayambe-Coca 1.59 x 107 0.66
CMIE-B1-001 Chlorella sp. Laguna de Muertepungo, Reserva Ecolégica Antisana, 6.50 x 10° 0.44
CMIE-D5-001 Chlorella sp. La Virgen, Reserva Ecologica Cayambe-Coca 8.41 x 10° 0.57
CMIE-I8-001 Pleurococcus sp. ~ Laguna de Rodeococha, Parque Nacional Llanganates 1.78 x 107 0.70
CMIE-H2-001 Chlorococcum sp.  Laguna Negra, Parque Nacional Sangay 7.88 x 10° 0.51
CMIE-CM-002 Nostoc sp. Lago San Pablo (Donado por la Pontificia Universidad
Catdlica del Ecuador, Sede Ibarra) 3.93 x 10° 0.31
Consorcio C1 Chlorella sp. + Reservorio de Cumbaya, Quito
Scenedesmus sp. 8.31 x 10° 0.56
Consorcio CR-002 Chlorella sp. + Reservorio de Cumbaya, Quito
Selenastrum sp. 5.88 x 10° 0.38




BIORREMEDIACION DE EFLUENTES METALURGICOS CON MICROALGAS 921

Bold Basal, BBM (Bold 1949, Bischoff'y Bold 1963)
y Chunim. 10 (Chu 1942), con el fin de seleccionar el
medio Optimo para una mayor tasa de crecimiento de
cada cepay por lo tanto, determinar la curva cinética.
El conteo de células vivas se realizd por triplicado en
una camara de Neubauer con una densidad inicial de
1 x 10° cel/mL. Los cultivos se mantuvieron por un
periodo de 30 dias en condiciones fisicas y quimicas
de aireacion constante, 1500 luxes, de 15-25 °C, pH
7, suministro de COz a 5 bares de presion durante 5
minutos tres veces por semana (Guaman-Burneo y
Gonzalez 2016).

Implementacion del sistema de tratamiento
Ensamblaje de los fotobioreactores

Para el escalamiento de los cultivos se selec-
cionaron las cepas que presentaron tolerancia al
agua residual con mercurio, sin necesidad de anadir
nutrientes para su crecimiento. Se disefiaron cuatro
fotobiorreactores para el crecimiento de tres cepas
y un consorcio. Cada fotobiorreactor se elabor6 con
un sistema de iluminacion de 1500 luxes, aireacion
constante, recirculacion de agua conectada por una
geomembrana, temperatura externa de 15-25 °C, pH
inicial de 6.9 y un tiempo de retencion de 20 dias.

Para determinar la cinética de crecimiento de los
géneros de microalgas se realizd el conteo celular
durante el tiempo de retencion, con un inoculo inicial
de 1x 10° cel/mL.

Determinacion de la remocion de mercurio

El tiempo de remocion de las muestras tratadas
con microalgas se realiz6 mediante la lectura de la
absorbancia del mercurio a una longitud de onda de
253.7 nm (fotémetro Macherey-Nagel Nanocolor®
D500). Los valores referenciales obtenidos antes del
tratamiento fueron comparados con las mediciones
diarias de los cultivos tratados, los cuales fueron
previamente filtrados con mallas de fibra de vidrio.
Se calcul6 el porcentaje de remocion del mercurio en
funcion del tiempo de biosorcion de las microalgas,
mediante la siguiente formula:
pr=S100 g ()

Co,

donde Pr es el porcentaje de remocion de mercurio,
Co la concentracion inicial de un tiempo determinado
¢ty Cf'la concentracion final de un tiempo determi-
nado ¢.

Analisis estadisticos
Para el analisis estadistico se emple6 un disefio
completamente aleatorio (DCA) (Gutiérrez y de la

Vara 2008). Las variables evaluadas fueron mercurio,
sulfatos, fosfatos y nitratos seglin su porcentaje de
remociodn, ademas de acidificacion del agua en cada
tratamiento por triplicado de cada fotobiorreactor
evaluado. Se realiz6 la prueba de normalidad de An-
derson Darling para evaluar la distribuciéon normal de
los resultados a un nivel de significancia de p <0.05.

Adicionalmente, se compararon los tratamientos
planteados por un analisis de varianza a un nivel de
significancia de p < 0.0.5. Se realizaron pruebas de
Levene, comparaciones multiples (HSD, por sus
siglas en inglés) de Tukey y un andlisis descriptivo
(Sanchez-Otero 2012).

RESULTADOS

Seleccion e identificacion de cepas de microalgas
y cianobacterias

Cinética de crecimiento en la etapa de adaptacion
al mercurio

De los géneros de microalgas y cianobacterias
experimentados en medios de cultivo comerciales,
Pleurococcus sp., Chlorella sp. y Scenedesmus sp.
fueron los que obtuvieron mayor tasa de crecimiento
respecto a las otras especies evaluadas (0.88, 0.86
y 0.82 generaciones/dia, respectivamente) y mayor
densidad celular (5.28 x 107,4.92 x 107 y 4.80 x 10’
cel/mL, respectivamente ).

Asimismo, en el agua residual con mercurio, estos
géneros de microalgas también obtuvieron la mayor
tasa de crecimiento (0.7, 0.66 y 0.61 generaciones/
dia, respectivamente) y mayor densidad celular (1.78
x 107, 1.59 x 107 y 1.58 x 107 cel/mL, respectiva-
mente). Siendo asi, se seleccionaron estas tres cepas
y un consorcio para estudios posteriores.

Implementacion del sistema de tratamiento
Determinacion de la cinética de crecimiento de
cepas seleccionadas

El consorcio microalgal seleccionado (Pleu-
rococcus sp., Scenedesmus sp. 'y Chlorella sp.)
alcanzo la mayor densidad celular de 6.28 x 10’
cel/mL con una alta tasa de crecimiento celular de
0.94 generaciones/dia. Scenedesmus sp. alcanzd
5.79 x 107 cel/mL y una tasa de crecimiento de
0.92 generaciones/dia; Chlorella sp. obtuvo 5.79 X
107 cel/mL con una tasa de crecimiento de 0.90, y
Pleurococcus sp. se reprodujo hasta una densidad
de 4.93 x 107 cel/mL con una tasa de crecimiento de
0.88 generaciones/dia.

Pleurococcus sp. obtuvo una densidad celular me-
nor, debido a la capacidad de fijarse en la geomembrana
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Fig. 2. Cinética de crecimiento de los tres géneros y el consorcio utilizados en la fase de cultivo

en los fotobiorractores

formando una biopelicula. Scenedesmus sp. no se fijo
a la geomembrana, concentrando todas las microalgas
en el agua residual.

En la figura 2 se muestra la curva cinética de
crecimiento de cada género de microalga utilizado
en la etapa de tratamiento del agua residual en los
fotobiorreactores.

Determinacion de remocion de mercurio y conta-
minantes inorgdnicos

Segun los resultados obtenidos para el porcentaje
de remocion de Hg en funcion del tiempo mediante
los analisis estadisticos, existen diferencias altamen-
te significativas (p < 0.01) entre los tratamientos.
Como se observa en la figura 3, Scenedesmus sp.
demor¢ en alcanzar su periodo de adaptacion e ini-
ciar el proceso de biosorcion, removiendo el 64 %

0.008

de mercurio, mientras que Pleurococcus sp., Chlo-
rella sp. y el consorcio alcanzaron 86.83 y 81 %
de remociodn de este metal, respectivamente (Cua-
dro II).

Durante los primeros cinco dias de tratamiento
con microalgas, se observo que no hubo remocion
de Hg. A partir de la segunda semana, Pleurococcus
sp., Chlorella sp. y el consorcio empezaron el proceso
de biosorcion, en tanto que Scenedesmus sp. inicid
a partir del octavo dia. En la figura 4 se indican los
tiempos requeridos por los géneros de microalga para
remover el mercurio del agua residual.

Los valores de remocion de los contaminantes
inorganicos evaluados se detallan en el cuadro II.
Se observaron diferencias altamente significativas (p
<0.01) entre los tratamientos para captacion de sul-
fatos, y se determin6 que el porcentaje de remocion

Concentracion de mercurio (mg/L)

Pleurococcus sp Chlorella sp

0.007
0.006
0.005
0.004 ® Antes
- Después
0.003 J 64 %
0.002 T
86 % 83 % 81%

0.001

0

Scenedesmus sp

Consorcio TULSMA

Géneros de microalgas

Fig. 3. Concentraciones de mercurio en agua residual antes y después de 20 dias de tratamiento en funcion de
la cepa de microalga utilizada en los fotobiorreactores. Se detalla la maxima concentracion de mercurio
permitida en el Texto Unificado de Legislacion Secundaria de Medio Ambiente
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CUADRO II. DISMINUCION DE LA CONCENTRACION DE CONTAMINANTES DEL AGUA RESIDUAL EN UN TIEMPO DE

REMOCION DE 20 DIAS

Género de Mercurio (mg/L) pH Sulfatos (mg/L) Fosfatos (mg/L) Nitratos (mg/L)
microalga inicial final inicial final inicial final inicial final inicial Final
Pleurococcus sp.  0.007+0 0.001+0 6.8£0.1 5,5+£0.2 1360+0 453.8£15 13.840 1.4£1.3 4440 4.41«£1.2
Chlorella sp, 0.007+0 0.0012+0 7.0£0.3 5,36+0.3 1360+0 317.13+x15 13.840 2.1£0.9 4440 6.32+2
Scenedesmus sp.  0.007+0 0.0025+0 6.9+0.1 5,50+0.3 1360+0 536.35+25 13.840  2.7+1 44+0 7.12+1.3
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Fig. 4. Disminucién de la concentracion de mercurio (mg/L) por las microalgas seleccio-

nadas con relacion al tiempo

de estas sales difiere entre los géneros utilizados. El
género Chlorella sp. fue el que mayor porcentaje de
remocion alcanzoé (76.88 % + 1.11 %) en compara-
cion con Pleurococcus sp. y Scenedesmus sp. (60.56
+ 1.88 %).

Segtin los analisis estadisticos, para la remocion
de fosfatos se determind que no existen diferencias
significativas entre tratamientos. El consorcio de
microalgas fue el que mayor porcentaje de remocion
alcanzo (97.10 % + 3.81 %). Mientras que en la fi-
corremediacion de nitratos se observaron diferencias
significativas (p < 0.05) entre los tratamientos, siendo
el consorcio el que obtuvo el mayor porcentaje de
remocion con 93.12 % + 1.87 %.

Para el factor pH no existieron diferencias signifi-
cativas, por lo que se determino que el porcentaje de
acidificacion es similar en los tratamientos.

DISCUSION

Caracterizacion fisica y quimica del agua residual

Las aguas del rio Calera presentan una alta
contaminacion, ya que reciben los efluentes acidos
vertidos por las plantas de beneficio en el area de
Zaruma-Portovelo, una de las principales zonas
mineras del Ecuador.

Al comparar los valores iniciales obtenidos para
la concentracion de mercurio (0.007 mg/L) con los
establecidos como maximos (0.005 mg/L) en el
Texto Unificado de Legislacion Secundaria de Medio
Ambiente (TULSMA), libro VI, Norma de calidad
ambiental y de descarga de efluentes: Recurso agua
(MAE 2015); y con los fijados a nivel internacio-
nal por la Association of Metropolitan Sewerage
Agencies, cuyo nivel de mercurio permitido para la
vida acuatica es de 0.0013 mg/L (AMSA 2002), se
observa que las concentraciones de los parametros
analizados en el agua del Rio Calera no cumplen con
las normativas legales.

Por otro lado, la deforestacion en las zonas andi-
nas del Ecuador propician la lixiviacion del mercurio
natural que se encuentra contenido en los suelos de
esta region, lo que acrecentaria el flujo de este metal
hacia las zonas bajas de las cuencas hidrograficas
(Mainville et al. 2006). De esta manera, tanto el
incremento en la actividad minera artesanal como la
deforestacion, pueden ser responsables del aumento
del mercurio (Mora et al. 2016) en los rios donde se
vierten los residuos mineros. Este fenomeno ocurre a
nivel mundial, como se detaca en estudios realizados
en los rios que han sido impactados por la mineria
artesanal en Ghana, donde las concentraciones de
mercurio total después de las plantas de beneficio
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presentan valores muy parecidos (0.001-0.01 mg/L)
en la época seca (Adjei-Kyereme et al. 2015).

Al considerar las recolecciones efectuadas en
este estudio, las cuales se llevaron a cabo a inicios
de la época seca, se estima que el caudal del rio atun
estaba alto, lo que permitid obtener bajas concentra-
ciones de mercurio debido a que la corriente arrastra
los compuestos hacia el rio Puyango. Al comparar
estos valores con estudios anteriores (Cuadro III),
se observa una disminucion desde los afios 1996 al
2001 (Tarras-Wahlberg et al. 2000, 2001, Garcia et al.
2012); sin embargo, en 2010 los valores de mercurio
obtenidos por Carling et al. (2013) aumentaron a 0.01
mg/L. En el presente estudio se registré una disminu-
cion a 0.007 mg/L, pero estos valores pueden variar
considerablemente a mediados de la época seca.

Las principales formas quimicas del mercurio son
mercurio metalico o elemental (Hg®), mercurio inor-
ganico o sales de mercurio (Hg'!, Hg"?) y mercurio
organico. Todas estas formas son téxicas, aunque con
diferentes vias de absorcion, manifestaciones clinicas
y respuestas a tratamiento (Valderas et al. 2013).
Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS
2013) se ha determinado que el mercurio elemental y
el metilmercurio son toxicos para el sistema nervioso
central y periférico.

Ademas, por su alta capacidad de bioacumulacion
y concentracion en las cadenas alimenticias, estos
compuestos afectan a la fauna de los sistemas acuati-
cos, como demuestran Tarras-Wahlberg et al. (2001),
quienes determinaron la presencia de mercurio en
niveles significativamente altos en larvas de moscas
y peces en la cuenca del rio Puyango.

Debido al alto indice de contaminacion ocasio-
nada en sistemas acudticos y el gran impacto para
la salud humana, muchos paises han desarrollado
politicas y regulaciones con el fin de controlar el
contenido de descargas contaminadas por metales
pesados y otros residuos provenientes de la mineria,

de manera rentable y con posibilidad de recuperacion
de metales (Kumar et al. 2015, Bwapwa et al. 2017).
De esta manera, en 2013 el Ministerio del Ambiente
del Ecuador cre6 el Programa de Ordenamiento Am-
biental Integral 2013-2016 con el fin de “Restaurar
las areas donde se han identificado y caracterizado
pasivos ambientales, desarrollando y promulgando
los planes de reparacion integral en la cuenca del rio
Puyango” (MAE 2013). Esta normativa pudo con-
tribuir a la disminucion de los niveles de mercurio
emitidos al ambiente en los tltimos afios.

Por otro lado, los valores de pH determinados
fluctuan entre 6.9 y 7.4, cumpliendo con el rango
estipulado en el TULSMA, donde se detalla un pro-
medio para descargas de 5 a 9. Los valores de pH
corresponden a flujos 4cidos de aguas contaminadas
con altos indices de carga de metales pesados, que son
generados en las plantas de beneficio por lixiviacion
de metales asociados al procesamiento de oro y a la
oxidacion de minerales sulfurados (Pineda 2010).
Igualmente, procesos oxidativos de la pirita solida
producen un incremento en las concentraciones de
metales y metaloides totales y disueltos, fosfatos,
nitratos y sulfatos (INIGEMM 2014). Como resul-
tado, los valores obtenidos en el presente estudio
sobrepasaron los de 1000 mg/L de sulfatos, 10 mg/L
de fosfatos y 10 mg/L de nitratos permitidos por el
TULSMA, siendo de 1360, 13.80 y 44 mg/L, res-
pectivamente.

Eficiencia de los tratamientos
Cinética de crecimiento en los fotobioreactores
Los géneros utilizados en esta investigacion
(Pleurococcus sp., Chlorella sp. y Scenedesmus
sp.) tienden a asimilar y transformar en biomasa de
manera eficiente los nutrientes presentes en el agua
residual. Al comparar los resultados de densidad ce-
lular en la etapa de tratamiento del agua residual en
los fotobiorreactores y la dominancia del consorcio,

CUADRO III. CONCENTRACION DE Hg TOTAL (mg/L) EN AGUA RESIDUAL PROVENIENTE DE
ACTIVIDAD MINERA DE ZARUMA-PORTOVELO, ECUADOR

Localidad
Ao de recoleccion
Rio Caleras Rio Amarillo Rio Puyango
1996-1998 1.1 x107° Tarras-Wahlberg et al. 2000
1998-1999 57 %10 Tarras-Wahlberg et al. 2001
2.5x10*
2001 22xx10°®  Garcia et al. 2012
2010 0.01 Carling et al. 2013

2015 0.007

Presente estudio
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se observa que el género Scenedesmus sp., pese a
haber alcanzado una gran densidad celular cultivado
de manera individual, no iguala el resultado del con-
sorcio (Fig. 2). Esto se debe principalmente a que el
género mencionado tardé mas tiempo en adaptarse
a las condiciones del medio de cultivo empleado.

Segtin Arnold (2013), algunos géneros de mi-
croalgas requieren de un tiempo de adaptaciéon
mayor esperado, el cual se atribuye a que los mi-
croorganismos tienden a retrasar su crecimiento
hasta asimilar por completo el medio de cultivo,
causando una disminucion en la produccion de
biomasa. Sin embargo, Guevara y Zaldumbide
(2010) afirman en su investigacién que las cepas
de microalgas que no crecen en el agua residual no
necesariamente carecen de la capacidad de fijar me-
tales, ya que la biomasa muerta también los absorbe,
obteniéndose porcentajes de remocion de hasta el
99 % de acuerdo con la concentracion. Chacon et
al. (2004) manifiestan que esto se debe a que, en
consorcios, es importante que los géneros de mi-
croalgas tengan caracteristicas similares en cuanto
a la capacidad de adaptacion, especificamente con
relacion a la producciéon de metalotioneinas, ya
que al estar en contacto con el agua contaminada
con metales pesados deben adquirir resistencia. Al
existir un retraso en el periodo de adaptacion es
muy probable que los géneros que mejor se acoplan
aprovechen anticipadamente los nutrientes presentes
en el agua residual.

Remocion de mercurio y contaminantes inorgdnicos

El tratamiento de remocioén de mercurio por mi-
croalgas alcanzo altos valores de descontaminacion.
El mayor porcentaje lo obtuvo Pleurococcus sp., con
un 86 %, seguido por Chlorella sp. con una remocion
del 83 %. El consorcio microalgal y Scenedesmus sp.
absorbieron un 81 y 64 %, respectivamente, de este
metal (Fig. 4). Posiblemente, la remocion eficaz de
este metal se debid a que la concentracion inicial de
mercurio del agua residual empleada fue menor al
limite méximo tolerable de toxicidad al que las mi-
croalgas pueden ser sometidas (1.0 mg/L) (Cordero
et al. 2005).

El fenomeno de ficorremediacion podria haber
actuado de dos maneras: por bioacumulacién en
células vivas y por biosorcion en células muertas o
productos de la biomasa. Los mecanismos por los
cuales las microalgas remueven metales de solucio-
nes acuiferas incluyen la acumulacion extracelular
en células vivas, biosorcion en la superficie celular
y acumulacion intracelular por actividad microbiana
(Kumar et al. 2015).

Por otro lado, Vilchez (2005) explica que la
biopelicula de microalgas contribuye a la remocion
de mercurio del agua residual por contacto directo
entre los sorbatos (iones metalicos) y el biosorbente
(biopelicula de microalgas) de manera repetitiva,
aumentando de manera significativa el area de
contacto para la captacion de metales pesados. La
caracteristica de ciertos géneros de microalgas de
fijarse a una geomembrana y formar biopeliculas se
debe principalmente a la excrecion de una matriz
extracelular adhesiva protectora que permite el asen-
tamiento de las microalgas (Domozych y Domozych
2014), tal como se determind con Pleurococcus sp.
en la remocidn de mercurio y otros contaminantes.

Los porcentajes de remocion demuestran que las
concentraciones de mercurio en el agua residual trata-
da en los fotobiorreactores cumplen con la normativa
legal vigente en todos los tratamientos. Tanto los
géneros de microalgas empleados como el consorcio
removieron el contaminante con un valor menor a la
norma establecida por el TULSMA (0.005 mg/L) y la
AMSA a nivel internacional (0.0013 mg/L) (AMSA
2002). El valor obtenido en el presente estudio
después del tratamiento con microalgas coincidid
exactamente con el de la AMSA (Fig. 4).

Los porcentajes de remocion después del trata-
miento con microalgas (Cuadro II) para sulfatos
demuestran que las concentraciones en el agua resi-
dual tratada en los fotobiorreactores cumplen con la
normativa legal vigente. El objetivo principal de los
sulfatos en el cultivo de microalgas es conservar la
presion osmotica y la proporcion de los electrolitos,
manteniendo el equilibrio idnico en el proceso de
biosorcion (McCandles y Craigie 1979). Ademas,
los sulfatos son requeridos por las microalgas como
componentes activos en el mecanismo de resistencia
en medios de cultivo altamente toxicos (Mera et al.
2014).

Los fosfatos son fundamentales para la formacion
de acidos nucleicos y la transferencia de energia en
microorganismos. Ademas, su deficiencia en el medio
de cultivo podria limitar la capacidad de crecimiento
de las microalgas y, de esta manera, disminuir la capa-
cidad de remocion de contaminantes de los efluentes
metalurgicos (Martinez 2008). Por este motivo, los
altos porcentajes de remocion para fosfatos en el agua
residual tratada alcanzaron los niveles establecidos
en la normativa legal vigente después de todos los
tratamientos con microalgas (Cuadro II).

A pesar de que los géneros de microalgas emplea-
dos obtuvieron un porcentaje similar de remocion de
fosfatos, el consorcio de microalgas presentd mayor
eficiencia. Chacon et al. (2004) alcanzaron un porcen-
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taje de remocion de fosfatos con Chlorella sp. del 80
%, menor al obtenido en esta investigacion (97 %).

El porcentaje de remocion de fosfatos del género
Scenedesmus sp. fue similar al resultado obtenido por
Gonzalez etal. (1997) en el tratamiento de aguas resi-
duales de la curtiembre, donde se define que al estar
en contacto con aguas residuales altamente toxicas,
el género mencionado cambia su metabolismo como
mecanismo de resistencia, removiendo una menor
cantidad de fosfatos y nutrientes del agua residual
(Chacén et al. 2004).

Al comparar el porcentaje de remocion de nitratos
con el de fosfatos, se determind que las microalgas
asimilaron mayor cantidad de nitratos. Esto se debe a
que los nitratos y nitritos son la fuente secundaria de
nutrientes para las microalgas después del CO» (Da-
vila 2013). Los porcentajes de remocion de nitratos
demuestran que las concentraciones de estas sales
inorganicas en el agua residual tratada estuvieron
por debajo de los niveles establecidos por la norma
(10 mg/L) (Cuadro II).

Brennan y Owende (2010) demostraron la eficien-
cia de estos microorganismos para la asimilacion de
nitratos debido a que son esenciales en el crecimiento
microalgal. El consorcio removié de manera mas
eficiente este compuesto, seguido por los géneros
Pleurococcus sp.y Chlorella sp. con porcentajes del
93, 90 y 86 %, respectivamente. Li et al. (2011) co-
rroboraron el alto porcentaje de remocion de nitratos
y amonio empleando Pleurococcus sp.y Chlorella sp.
en su investigacion, donde alcanzaron una remocion
del 82.5 al 100 %, respectivamente.

El género Scenedesmus sp. empleado en la
presente investigacion fue el menos eficiente en la
remociodn de nitratos. Sin embargo, Abdel-Raouf et
al. (2012) obtuvieron un resultado del 100 % en la
remocidn de nitratos y nitritos en el tratamiento de
aguas residuales municipales al emplear este mismo
género de microalga, por lo que se deduce que la
presencia de metales pesados influyéo de manera
directa en la capacidad de captacion de nutrientes
como los nitratos.

CONCLUSIONES

El consorcio de Pleurococcus sp., Chlorella y
Scenedesmus sp. removid de manera mas eficiente
los nitratos, fosfatos y sulfatos de los efluentes me-
talurgicos en un 97, 93 y 76 %, respectivamente.

El tratamiento mas eficiente para la remocion de
mercurio del agua residual fue Pleurococcus sp., que
alcanz6 un 86 % en un tiempo de retencion de 12 dias.

Todos los tratamientos planteados en este estudio
alcanzaron un alto porcentaje de remociéon de mer-
curio, fosfatos, sulfatos y nitratos, lo cual permite
que los efluentes metalurgicos tratados cumplan
con el limite maximo permisible de la normativa
legal vigente para cada uno de los parametros
mencionados.
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