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Resumen

La contaminacion en el medio ambiente requiere gran importancia, tanto como lo es la

del medio acuatico.

Los derrames constantes de liquidos contaminantes sobre los cuerpos de agua se han
vuelto algo tan comun que la poblacion lo ve como algo normal, es por ello que se
piensa buscar un adsorbente que haga un excelente trabajo, que limpie el cuerpo

liqguido y, ademas, lo purifique, es por este motivo que se elige al carbon activado.

Es de gran importancia realizar un estudio en el marco tedrico para identificar el
panorama general y hacia dénde se dirige los parametros de investigacion referente al
carbon activado y sus aplicaciones. Es sabido que es un purificador de excelente
calidad y con unos resultados positivos, por ello, forma parte de la investigacion y

limpie de manera positiva el contaminante que se planea investigar, el tolueno.

Los contaminantes estan presentes siempre en el medio ambiente, la empresa del
petréleo ha estado en crecimiento muy notablemente y no sélo esa, la de pinturas,
adhesivos, etc. Por ende, las descargas de hidrocarburos cémo el Tolueno ha venido al
alza, es por tal motivo que el carbén activado actuara coémo un limpiador de este para
poder convertirlo en una fuente de carbono Optima para el crecimiento de una

microalga, Chlorella Vulgaris.

Las microalgas poseen una capacidad ficorremediadora que consiste en la eliminaciéon
o biotransformacion de contaminantes de un medio liquido o gaseoso. Estos
compuestos contaminantes son captados por la biomasa algal y pueden ser
recuperados mediante su cosecha. La eleccion del tipo de sistema de cultivo es
importante, y debe realizarse en base a factores bioldgicos, técnicos, ambientales y
econdmicos, definidos previamente. Todo esto adquiere una gran importancia debido a
los problemas ambientales globales existentes en la actualidad. El presente trabajo,
recopila de forma general la informacion sobre diferentes aspectos y parametros de
importancia en el cultivo de microalgas, sus multiples usos y beneficios, asi como
también el manejo de estas al entrar en contacto con algin contaminante, esperando

obtener resultados positivos.



Abstract

Pollution in the environment requires great importance, as much as it is in the aquatic

environment.

The constant spills of contaminating liquids on bodies of water have become so
common that the population sees it as something normal, so they think about looking for
an adsorbent that does an excellent job, that cleans the liquid body and, in addition,

purifies it, that is why activated carbon is chosen.

It is of great importance to carry out a study in the theoretical framework to identify the
general panorama and where the research parameters regarding activated carbon and
its applications are directed. It is known that it is an excellent quality purifier and with
positive results, therefore, it is part of the investigation and positively cleans the

contaminant that is planned to be investigated, toluene.

Pollutants are always present in the environment, the oil company has been growing
very remarkably and not only that, that of paints, adhesives, etc. Therefore,
hydrocarbon discharges such as Toluene have been on the rise, it is for this reason that
activated carbon will act as a cleaner for it in order to convert it into an optimal carbon

source for the growth of a microalgae, Chlorella Vulgaris.

Microalgae have a phycoremediation capacity that consists of the elimination or
biotransformation of contaminants from a liquid or gaseous medium. These polluting
compounds are captured by the algal biomass and can be recovered by harvesting
them. The choice of the type of culture system is important, and must be made based
on previously defined biological, technical, environmental and economic factors. All this
acquires great importance due to the global environmental problems that exist today.
The present work, collects in a general way the information on different aspects and
parameters of importance in the cultivation of microalgae, its multiple uses and benefits,
as well as the management of these when coming into contact with a contaminant,

hoping to obtain positive results.
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Capitulo Il. Generalidades del proyecto

Introduccion
La contaminacion del agua es un tema que se ha abordado durante los Ultimos afios y

gue es una problematica que ha generado revuelo y molestia por las personas. El
desemboque de contaminantes solidos o liquidos a los cuerpos acuaticos es una
situacidon bastante alarmante, ya que para algunas poblaciones utilizan este vital liquido
coémo su uso comun en el dia a dia, la contaminacién por hidrocarburos organicos es

un problema que se encuentra presente a nivel mundial.

Los contaminantes en cuestidon suponen un riesgo inminente para la salud, ya que, a lo
largo de los afios el uso de combustibles fosiles y el desarrollo de las industrias ha
venido en aumento, por lo que, tras su crecimiento, la contaminacion de recursos

naturales ha crecido a la par, como por ejemplo la del agua y el aire.

Existen distintos métodos para la eliminacién de dichos contaminantes en el medio
acuatico, por ello, se ha optado por una eliminacion de los hidrocarburos, la alternativa
gue se tiene presente y que se pretende estudiar es la eliminacibn de estos

compuestos mediante métodos de adsorcion.

La eliminacién de los HA, la adsorcion es un proceso en el cual los atomos del
contaminante son retenidos en una superficie. Por ejemplo, un contaminante soluble
(adsorbato) es eliminado del agua mediante el contacto con una superficie soélida

(adsorbente).

Pretendiéndose utilizar microalgas como ejemplo de crecimiento con un contaminante
gue ha sido removido y adsorbido por un purificador. Las microalgas, en general, son
las mas eficientes conversoras de energia solar debido a su sencilla estructura celular.

Ademas, tienden a tener un mejor acceso al CO2.

Sabiendo el método en cuestion para la remocion de estos compuestos se utilizan las
microalgas cédmo una muestra de crecimiento mezclandose con uno de uno de estos
arenos (purificados por el carbdn activado), por ejemplo, el Tolueno, y que este sirva

como fuente de carbono para el crecimiento de esta.

10



Para llevar a cabo cada paso es necesario saber el manejo de cada uno de los
materiales, elegir el método adecuado para poder medir la absorbancia de la microalga

y realizar una gréafica que nos arroje los resultados obtenidos.
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Descripcion de la empresa

En la década de los 70’s, se incorpora el estado de Chiapas al movimiento educativo
nacional extension educativa, por intervencion del Gobierno del Estado de Chiapas
ante la federacion. Gracias a esta gestion se dio la creacion del Instituto Tecnolégico
Regional de Tuxtla Gutiérrez (ITRTG) hoy Instituto Tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez
(ITTG).

En 1972, especificamente el 22 de Octubre, con una infraestructura de 2 edificios con 8
aulas, 2 laboratorios y un edificio para talleres abre sus puertas el Instituto Tecnoldgico
de Tuxtla Gutiérrez con las carreras de Técnico en Maquinas de Combustion Interna,

Electricidad, Laboratorista Quimico y Maquinas y Herramientas.

La institucién se encuentra estratégicamente ubicada en Carretera Panamericana km
1080, en la ciudad de Tuxtla Gutiérrez del municipio de Chiapas, México. (16°45'30"N
93°1020"0) la cual tiene una extension territorial de 685.6 km?2.

Misién

Formar de manera integral profesionales de excelencia en el campo de la ciencia y la
tecnologia con actitud emprendedora, respeto al medio ambiente y apego a los valores
éticos.

Vision

Ser una Institucion de excelencia en la educacién superior tecnologica del sureste,

comprometida con el desarrollo socioeconomico sustentable de la region.

Valores

El ser humano.

El espiritu de servicio.

El liderazgo.

El trabajo en equipo.

La calidad.

El alto desempeiio.
Respeto al medio ambiente.

12



Descripcion del Puesto o Area de trabajo

Dentro de la institucion en dénde se realizé la residencia existe un area en la que se
llevd a cabo la residencia. El lugar fue el Polo del ITTG, especificamente en el Aula 5,

en la cual se hizo todo el proyecto durante el semestre cursado.
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Problemas que resolver

La contaminacion medioambiental del aire es un problema bastante grande al igual que
la del agua y suelo, el tolueno puede liberarse al aire mediante distintas formas, por
ejemplo, desde el tubo de escape de los autos o de algunos materiales que puedan
emitir esta sustancia, tales como pinturas, algunos esmaltes para ufas, etc. Mientras
que la contaminacién por el medio liquido puede darse por el petréleo. Es por ello que
se tiene un extenso interés en encontrar una medida segura de adsorber las particulas
de este contaminante, ya que representa un compuesto extremadamente peligroso
para la salud. Por tanto, se pretende utilizar el carbon activado como un adsorbente de
tolueno y entrar en contacto con la microalga Chlorella Vulgaris, ver y estudiar si

funciona como una fuente de carbono viable para el crecimiento.

Por el interés sobre una solucion viable es necesario reducir la cantidad de tolueno
mediante la adsorcién para lograr analizar como se comporta cémo fuente de energia,
de forma que exista un mayor interés por reducir la contaminacion por hidrocarburos

aromaticos.

Objetivos

Objetivo General

Verificar el crecimiento de Chlorella Vulgaris con Tolueno como fuente de carbono.

Objetivos Especificos
e Establecer las condiciones de cultivo de C. Vulgaris para un 6ptimo crecimiento
a escala laboratorio.
e Determinar la curva de crecimiento para una cuantificacion por medio de una

técnica de espectroscopia.
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Justificacion

El derrame constante del contaminante en cuestion ha llegado a tal punto de buscar
alternativas favorables para la reduccion de estas acciones. Materiales a base de
carbono pueden implementarse en aguas contaminadas, disminuyendo asi la toxicidad

gue se encuentra en cualquier cuerpo de agua.

Por lo anterior, la finalidad del trabajo se basa en utilizar un contaminante volatil
adsorbido como fuente de carbono sobre un organismo vivo como lo es una microalga,

analizar el crecimiento y como se comporta con el paso del tiempo.
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Capitulo lll. Marco Tedrico

2.1 Carboén activado

Existe, en todo el mundo, materiales capaces de adsorber distintas sustancias, la
zeolita, silica gel, etc. Pero ninguno como lo es el carbén activado, claro, cada material

lo distingue del otro y cada uno es efectivo a su manera.

El carbén activado tiene propiedades purificantes para diferentes aplicaciones y es uno
de los purificadores mas utilizados por el humano, desde el uso de laboratorios, en
casa y a nivel industrial, por ejemplo, en ciertas aplicaciones tan diversas como la
depuracion (principalmente de aire y agua), reciclaje, decoloracion, eliminacion de

olores, separacion, y almacenamiento de gases.

Pueden fabricarse a partir de ciertos materiales con caracteristicas organicas altas en
carbono y que se carbonizan a altas temperaturas. Este material llega a pasar por un
estricto proceso de carbonizacién a temperaturas muy elevadas (entre 600 y 900 °C o
1100 y 1650 °F). Gracias a este proceso se da la famosa “activaciéon”, lo que significa
gue se obtiene un carb6n un poco mas poroso que el habitual, de ahi el nombre

“carbon activado”.

2.1.1 Estructura del carbdn activado
El CA cuenta con caracteristicas especificas las cuales dependen de la materia prima,

el proceso de carbonizacion y la activacion quimica; estas propiedades le permiten a

este material sea utilizado en una gran gama de aplicaciones.

El carbdn activado se conforma principalmente de atomos de carbdn los cuales estan
unidos mediante enlaces covalentes, pudiendo inclusive tener heteroatomos (oxigeno,

nitrégeno y azufre) provenientes del material precursor (Rodriguez-Reinoso, 1998).
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Su estructura carbonosa y sus propiedades, al igual que la de otros tipos de carbones,
son similares a las del grafito, donde la estructura cristalina reticular que posee el CA
so6lo difiere a la de este ultimo en el orden de las laminas de grafito, las cuales estan
apiladas de forma menos perfecta (GONZALEZ NAVARRETE, 2017) como podemos
apreciar en la representacion de la Figura 1.

Figura 1.
Esquema representativo del (A) arreglo estructural de las capas planas del grafito, (B) estructura propuesta de las capas del
carbdn activado.

Nota. Adaptado de la tesis Desarrollo de carbdn activado a partir de desechos agroindustriales con aplicacion en adsorcion de
arsénico (p. 18), por B.D. Gonzalez Navarrete, 2017, de la Universidad de Chile.

Gracias a esto puede entenderse que la estructura esté constituida, en mayoria, por
algunos microcristales de grafito.

2.1.2 Proceso de adsorcién

La adsorcion es un proceso gue consiste mayormente en la captacion de ciertas
sustancias las cuales son solubles en cualquier superficie sélida. La adsorcion es un
proceso de separacién en la que ciertos componentes de una fase fluida (adsorbato) se
transfieren por atraccion hacia la superficie de un solido adsorbente (GONZALEZ
NAVARRETE, 2017). La necesidad de poder obtener una calidad alta de las aguas
estd logrando que el tratamiento antes mencionado tenga un crecimiento bastante

importante, considerandolo un tratamiento de refino.

La adsorcion es el enriguecimiento de uno 0 mas componentes, en una interfase o
superficie interfacial (IUPAC, 1977). Por ende, se entiende en palabras un poco mas
resumidas que la adsorbancia significa un proceso en el cual existe una transferencia

de masa.
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Figura 2.
Representacion esquemdtica del proceso de adsorcion.
/ Adsorbato

I Adsorbente }/'

Nota. Adaptado de la tesis Modificacion de carbdn activado con La (lll) para la remocion de fluoruros del agua (p. 7), por E.
Vences Alvarez, 2017, del INSTITUTO POTOSINO DE INVESTIGACION CIENTIFICA Y TECNOLOGICA.

El mecanismo puede ser declarado un proceso en el cual exista un tratamiento
fisicoquimico de aguas residuales, el cual ha ganado una gran importancia debido a la
calidad de los efluentes tratados, los cuales pueden contener bajas concentraciones de

ciertos compuestos organicos disueltos.

La adsorcién es considerada una de las mejores técnicas y una de las mas empleadas
para la remocion de contaminantes organicos e inorganicos del agua (Franca, et al.,
2010).

Sus aplicaciones en usos ambientales abarcan desde las soluciones acuosas hasta las
gaseosas, teniendo en este rubro mucha importancia en la adsorcion que
contaminantes en el agua gracias a sus propiedades superficiales tanto fisicas
(porosidad y é&rea superficial) como quimicas (grupos superficiales) las cuales
favorecen la adsorciébn de contaminantes. (Rodrigues y col. 2019; Alahabadi y col.,
2020).

La principal ventaja de los procesos de adsorcion reside en su efectividad para eliminar
los COVs en un amplio rango de concentraciones. Concentraciones bajas logran que
los procesos de adsorcion arrojen una ventaja bastante importante frente al método de

oxidacion.
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Si la interaccién entre el adsorbato y la superficie del adsorbente se debe sélo a las
fuerzas de van der Waals, se trata de una adsorcion fisica (GONZALEZ NAVARRETE,
2017), esto significa que las moléculas adsorbidas son ligadas débilmente y los calores
de adsorcion son bajos. Ademéas, el aumento de temperatura disminuye

considerablemente la adsorcion.

Por otro lado, si las moléculas quimicas adsorbidas reaccionan quimicamente con la
superficie, el fenémeno se denomina adsorcion. (GONZALEZ NAVARRETE, 2017)

Para este caso, se forman y rompen enlaces.
Factores que influyen en la adsorcion de compuestos presentes en el agua

- El tipo de compuesto que se planea eliminar. Elementos con un peso molecular
elevado y una solubilidad demasiado baja se pueden adsorber de una manera mas

rapida y practica.

- La concentracién del compuesto que se desea eliminar. Si la concentracion es mas

alta, mas carbon es necesario.

- El pH del agua. Por ejemplo, los compuestos &cidos se eliminan mas facilmente a pH

bajos.

2.1.3 Isotermas de adsorcion

Las isotermas de adsorcion son representaciones graficas del comportamiento de una
particula adsorbida, sobre la superficie de un sélido o liquido, cuando se incrementa su

concentracion (Bolivar, 2020).

La cantidad de adsorbato que puede retener un adsorbente y su cinética llegan a
depender de las caracteristicas y de la concentracién que contiene el adsorbato, de la
superficie activa del adsorbente y sus propiedades y de la temperatura. Sin embargo,
para obtener el isoterma de adsorcion, es necesario determinar la cantidad de materia

adsorbida como una funcién de la concentracion a temperatura constante.

19



Las isotermas de adsorcion presentan formas diferentes segun la naturaleza del
sistema que se esté estudiando. Aunque existe una considerable variedad, en la forma
de las isotermas estas se pueden agrupar en seis tipos generales de isotermas segun

la [IUPAC, las cuales se muestran en la Figura 3 (K. S. W. Sing y col. 1985).

Figura 3.
Tipos de Isotermas en un sistema sdlido-gas de acuerdo con la clasificacion IUPAC.

wn T
O| I >254 II. <5004 , III. <5004
Microporos Macroporos Macroporos

L
i Ad. Débil
= . ‘ ;
< | IV 25> A4>500 V  25>A4>500 VI
= Mas _ o ~ Diferentes
O €soporos esop'or.os Senieon

Ad. Débil ;

activ

Presion Relativa P/P.
Nota. Adaptado de la tesis Desarrollo de carbon activado a partir de desechos agroindustriales con aplicacion en
adsorcion de arsénico (p. 29), por B.D. Gonzdlez Navarrete, 2017, de la Universidad de Chile.

Hay que poder analizar la isoterma ya que con esto se puede deducir si la superficie es

lisa, porosa, 0 microporosa.

Por ejemplo, la isoterma del tipo | es una caracteristica de so6lidos microporosos en los
gue existe una fuerte interaccién entre el adsorbato y el adsorbente. Este tipo se
caracteriza porque la adsorcién se produce a presiones realmente bajas, alcanzando
con rapidez un maximo, el cual se asocia con el llenado completo de la monocapa.

La isoterma del tipo Il es una caracteristica muy comun de so6lidos macroporosos 0 no
porosos. En este tipo de sistemas se brinda la formacion de una monocapa de
adsorbato sobre la superficie cuando las presiones relativas son bajas.

La isoterma del tipo 1l llega a ocurrir cuando la interaccion entre el adsorbato y el
adsorbente es muy baja.

Las isotermas del tipo IV y V son idénticos a las isotermas de tipo Il y Il cuando el
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solido presenta mesoporos, en el cual el proceso de la adsorcién no llega a ser el
mismo que el de desorcion y esto es gracias a que se produce una condensacion
capilar que hace mas dificil el camino de salida del solido.

La isoterma del tipo VI (en escalones) ocurre en superficies uniformes no porosas, y

representa una adsorcion capa a capa.

2.1.4 Remocidén de Hidrocarburos con carbdn activado

La adsorcion de compuestos organicos de soluciones acuosas depende principalmente
de dos, factores que favorecen la acumulacion del adsorbato en la superficie del
adsorbente. La solubilidad de aquél en el solvente es la propiedad determinante para
evaluarla intensidad del primer factor (W.J. Weber, Jr. 1972).

Una de las ventajas de la adsorcion en cuestion de hidrocarburos es la posibilidad de
poder recuperar el producto y reutilizarlo, asi como la regeneracion del carbén activado
empleado como adsorbente cuando se satura.

Aquellas moléculas que sean organicas y puedan ionizarse seran adsorbidas por medio
de las interacciones electrostaticas entre el adsorbente y el adsorbato. El estudio de
remocion de compuestos organicos solubles es realmente escaso, sin embargo, el
estudio de estos es de gran importancia ya que la contaminacién por ciertos
Hidrocarburos derramados en cuerpos de agua es muy comun y se busca una

alternativa ecoldgica rentable, amigable con el ambiente y efectiva.

2.2 Hidrocarburos aromaticos

Los hidrocarburos aromaticos son aquellos hidrocarburos que poseen las propiedades
especiales asociadas con el nacleo o anillo del benceno, en el cual hay seis grupos de

carbono-hidrégeno unidos a cada uno de los vértices de un hexagono.

Los hidrocarburos aromaticos y sus derivados son compuestos los cuales sus

moléculas estan formadas por una o mas estructuras de anillo estables del tipo antes
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descrito y pueden ser considerados derivados del benceno de acuerdo con tres

procesos basicos:
1. Por sustitucion de los atomos de hidrogeno por radicales de hidrocarburos alifatico.

2. Por la union de dos o mas anillos de benceno, ya sea directamente o mediante

cadenas alifaticas u otros radicales intermedios.
3. Por condensacioén de los anillos de benceno

Estos pueden llegar a tener caracteristicas fisicoquimicas que resultan de mas impacto
hacia la salud humana y ambiental. Se les denomina aromaticos debido a que muchos

de estos compuestos de esta serie tienen olores intensos.

Figura 4.
Hidrocarburos aromdticos.

Benceno Tolueno O-, M-, P-Xileno
Indeno Naftaleno Bifenilo

T2 QO

lifeder, ANTraceno Fenantreno

Nota. Adaptado de Hidrocarburos aromdticos: propiedades, ejemplos, aplicaciones (fotografia), por
Gabriel Bolivar, 2020, Lifeder (https://www.lifeder.com/hidrocarburos-aromaticos/)

Uno de los fluidos que se caracteriza es el petréleo, ya que contiene numerosos
hidrocarburos aromaticos. De los hidrocarburos mas estudiados son el tolueno,
naftaleno, antraceno, fenantreno y dibenzotiofeno, debido a que estos anillos
aromaticos, forman parte de una amplia variedad de productos de importancia

bioldgica, quimica e industrial.

Estos compuestos son un importante contaminante del aire y agua presente en los

gases y aguas residuales de muchas aplicaciones industriales (Cai C y col. 2010).
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En la actualidad, los principales usos de los compuestos aromaticos como productos
puros son: la sintesis quimica de plasticos, caucho sintético, pinturas, pigmentos,
explosivos, pesticidas, detergentes, perfumes y farmacos. También se utilizan,
principalmente en forma de mezclas, como disolventes y como constituyentes, en
proporcion variable, de la gasolina. (Enciclopedia de salud y seguridad en el trabajo:
https://www.insst.es/documents/94886/162038/6.+Hidrocarburos+arom%C3%Alticos+-
+Hidrocarburos+arom%C3%ALlticos+halogenados++-
+Hidrocarburos+poliarom%C3%A1ticos++-+Isocianatos+-+Cetonas)

Es por tal motivo que estos hidrocarburos tienen que ser removidos o la concentracion

debe ser sustancialmente reducida del ambiente.

2.2.1 Contaminacidon por hidrocarburos

La contaminacion de las aguas causada por los hidrocarburos en ciertos sistemas de
almacenamiento, en fuentes de abastecimiento subterraneo y superficial, asi como en
otros cuerpos de agua es una accion que se suscita de una manera muy frecuente.
Hoy en dia la constante liberacion de estos a los cuerpos de agua es uno de los

problemas con mayor impacto ambiental.

La emision de estos contaminantes al medio acuoso puede conllevar a distintos
efectos, tanto directos como indirectos, en el funcionamiento del ecosistema. Especies
sensibles pueden reducirse en su numero de individuos por concentraciones letales o
subletales de compuestos toxicos; esto conlleva una cascada trofica de alteraciones
gue inducen cambios en la dinamica de poblaciones, nutrientes y disponibilidad de
oxigeno. Los efectos pueden detectarse hasta décadas después de haberse registrado

el evento (Kingston, 2002).

Como consecuencia del incremento en el uso del petréleo y sus derivados, la
probabilidad de detectar estos tipos de hidrocarburos en el ambiente acuéatico se ha
extendido de cuerpos superficiales como rios y lagos, hasta lugares alejados como los

mares y océanos, donde los valores de salinidad pueden variar desde 60 mg/L en agua
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dulce, hasta 17 y 35 mg/L en aguas salobres y marinas, respectivamente (Diaz y
Martinez, 1999).

Los impactos al medio ambiente que se generan por consecuencia del derrame de
estos contaminantes se deben a la liberacion de los Hidrocarburos al medio y estos
estan relacionados con el desemboque al exterior sin tomar las medidas necesarias,

esto ocurre durante las labores de exploracion y de transporte.

De acuerdo con estudios toxicoldgicos, podria decirse que los hidrocarburos mas

solubles son los mas toxicos a los organismos (Riazi y Roomi, 2008).

2.2.3 Contaminacidon por Hidrocarburos en México

Segun la propia Conagua, el 70 por ciento de los recursos de agua dulce en México
estan afectados por la contaminacién y el 31 por ciento se describe como

extremadamente contaminado. (Elva Mendoza, 2021).

A nivel nacional, de los 176 reportes hechos en el Centro de Coordinacién y Apoyo a
Emergencias (CCAE) de Pemex del 2018 a 2021, 156 fueron derrames y 20
correspondieron a fugas. En el caso de los primeros, 148 se vertieron en suelo y 8 en

agua, principalmente derivados de hidrocarburo. (Ramirez P. 2022).

Conociendo qué tipo de sustancias se derraman, se tiene en cuenta que entre los
compuestos mas dafinos del crudo derramado destacan hidrocarburos aromaticos

simples y los policiclicos, cuyos estudios los catalogan como cancerigenos.

2.2.4 Normativa

En México para poder tratar a los contaminantes, de cualquier tipo y en cualquier
situacién, se desarrollan ciertas normativas las cuales ayudan a entender los limites
gue el contaminante en cuestién puede tener dentro de algun cuerpo terrestre, acuatico
0 ambiental. Para este caso se recurre a buscar una norma que especifique la cantidad

de contaminante permitida en un cuerpo de agua:

NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-143-SEMARNAT-2003, QUE ESTABLECE LAS
ESPECIFICACIONES AMBIENTALES PARA EL MANEJO DE AGUA CONGENITA
ASOCIADA A HIDROCARBUROS.
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La norma tiene como objetivo establecer especificaciones en materia ambiental para el
manejo e inyeccion en formaciones receptoras, del agua congénita que se asocia a
hidrocarburos y los limites maximos permisibles de los parametros para su descarga a

cuerpos receptores.

2.3 Tolueno

El Tolueno es un derivado monosustituyente del benceno en el cual uno de los seis
atomos de hidrégeno llega a ser reemplazado por un grupo CH3, por tanto, también es

conocido como metilbenceno.

El tolueno cuya férmula se representa CeHsCHs, es un liquido incoloro, inflamable con
un olor fuerte y dulce, de manera natural puede encontrarse en el petréleo crudo, ya de
manera industrial se produce en la manufactura de gasolina, manufactura de coque de
carbon y otros combustibles a partir del petréleo crudo. La estructura quimica de dicho

elemento se representa en la siguiente imagen.

Figura 5.
Estructura del Tolueno

CHg3

Nota. Adaptado de Estructura del tolueno (fotografia), por
quimicafdcil.net, 2021, quimicafdcil.net
(https://quimicafacil.net/compuesto-de-la-semana/tolueno-
metilbenceno/)

El tolueno se usa como disolvente y en la fabricacion de pinturas, diluyentes de
pinturas, medicamentos, tintes, explosivos, insecticidas, esmaltes para las ufias, lacas,

guitamanchas, anticongelante, adhesivos y pegamentos de caucho y plastico, tintura
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para madera y en ciertos procesos de imprenta y curtido de cuero. El tolueno también
se usa en la produccién de otras sustancias quimicas, nailon y plasticos. También se
agrega a la gasolina junto con benceno y xileno para mejorar el indice de octano
(ATDSR, 2017).

Dicho hidrocarburo es una importante materia prima para sintesis organicas, como las
de cloruro de benzoilo y bencilideno, sacarina, trinitrotolueno y un gran nimero de
colorantes. El tolueno también es un componente del combustible destinado para los

aviones y de la gasolina para automdéviles.

El tolueno reacciona unas 25 veces mas rapido que el benceno bajo las mismas
condiciones. Se dice que el tolueno esta activado frente a las reacciones de sustitucion
electrofilica aromatica. (Wade, 2010).

2.3.1 Dafios a la salud

En cuanto a salud, el tolueno puede llegar a afectar al sistema nervioso, puede producir

pérdida de la memoria, ausencia de apetito, nauseas, entre otros.

Debido a su toxicidad, la exposicidén a altas concentraciones de tolueno puede provocar
afecciones en el sistema nervioso de las personas. A bajas concentraciones pueden
producir sintomas como cansancio, confusién, debilidad, pérdida de memoria, nauseas,
pérdida del apetito y de vista. La sintomatologia generalmente desaparece cuando
cesa la exposicion. Los vapores de tolueno presentan un ligero efecto narcético e irritan
los 0jos. Su inhalacion durante un periodo breve de tiempo puede provocar que la
persona sufra mareos, e incluso si la cantidad es muy elevada, que pierda el

conocimiento (Environmental Protection Agency, 2005).

2.3.2 Tolueno en el medio ambiente

Este contaminante, al estar presente en el estado liquido, puede llegar a aguas de la
superficie (lagos y arroyos), aguas subterrdneas o en dado caso a la tierra, esto
solamente si los solventes o productos de petr6leo se derraman por accidente, 0 a

causa de un derrame de tanques subterraneos de almacenaje en gasolineras y otras
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instalaciones. Cuando se dejan productos que contienen tolueno en vertederos o sitios

de desechos, el tolueno puede penetrar la tierra o llegar al agua cerca de estos sitios.

Respecto a su afeccion, el tolueno es biodegradable por ciertos microorganismos, sin
embargo, en grandes cantidades, presenta una cierta toxicidad sobre la vida acuatica y

por lo tanto es catalogado como sustancia peligrosa. (De Yuso Ariza, 2012).

2.3.3 Riesgos

Incendio y explosion. El tolueno emite vapores sumamente inflamables a todas las
temperaturas normales de trabajo. En las zonas donde se manipule este liquido o
donde pueda encontrarse, aunque sea por accidente, estaran prohibidas todas las
llamas desnudas y otros elementos capaces de incendiar los vapores. Esta sustancia

exige unas instalaciones adecuadas para su almacenamiento y transporte.

2.4 Microalgas

Las microalgas y las cianobacterias son microorganismos
unicelulares que tienen la capacidad de realizar la fotosintesis.
(Fernandez Sevilla, 2014). Esto es, que tienen la capacidad de
generar una biomasa organica a partir de la captura del CO2 y la

luz, usando al agua como dador de electrones, oxidandola a O2.

Chiovola ropuians

2.4.1 ldentificacion de microalgas i e

Las microalgas se clasifican por reino, divisién, clase, orden, Pemem  Fuxanois
Kingdom Protista

familia, género y especie. Un ejemplo claro es cuando se puede  puision:  Chioropyta

apreciar un nombre de dos palabras tal como "Nannochloropsis ~ ©#%* ARy
Order Chiorellales
gaditana" se esta viendo el género y la especie. Esta €S la  ramily:  Chioreliaceas
informacién necesaria para poder averiguar las necesidades ¢ Chiorelia
Species

nutricionales de una microalga de manera que podamos

Chilorefla minutissima

fabricarle un medio adecuado. Chiorele pyrencidoss
Figura 6. Chiorella variabilis
Identificacion de microalgas con nombre y sus Chiorefla vuigans

especies

Nota. Adaptado de Chlorella (fotografia), por
wikipedia, 2021, Wikipedia.
(https://es.wikipedia.org/wiki/Chlorella)
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Todas las microalgas de la misma especie son esencialmente la misma en casi todos
sus aspectos bioquimicos. Sin embargo, incluso entre la misma especie pueden darse
diferencias. Cuando es necesario distinguir entre microalgas de la misma especie, se

habla de "cepas"” (strains). (Fernandez Sevilla, 2014).

2.4.2 Aplicacién de las microalgas

Las microalgas, como organismos fotosintéticos, son imprescindibles en el
mantenimiento de la vida en La Tierra ya que proporcionan compuestos organicos
reducidos y oxigeno para soportar al resto de la vida del planeta. Las microalgas son la
principal fuente de produccién fotosintética del planeta.

Como organismos unicelulares que son, tienen una capacidad de crecimiento y de
generacion de biomasa mucho mayor que las plantas superiores, ya que no necesitan
arraigar o generar estructuras reproductoras, lo que les permite duplicarse en cuestion

de horas. (Fernandez Sevilla, 2014).

Finalmente, decir que las microalgas son capaces de ajustar su composicién
bioquimica a las condiciones de cultivo. Bajos niveles de nitrdgeno inducen la
acumulacion de grasas. Elevados niveles de luz aumentan la acumulacion de algunos

carotenoides.

La biomasa de microalgas puede ser utilizada en la fertilizacion y acondicionamiento de
suelos para uso agricola, en la deteccion de contaminantes y evaluacion de
ecotoxicidad, en la depuracion de aguas residuales y gases contaminantes y
fundamentalmente, en la generacién fotosintética de productos de interés agricola,

alimentario, industrial y energético.

2.4.3 Fotosintesis
La fotosintesis es un proceso metabodlico que llevan a cabo algunas células de

organismos autétrofos para sintetizar sustancias organicas a partir de otras

inorganicas. (Gonzalez Céspedes, 2015).

De esta forma la energia puede convertirse en una energia quimica estable para las
microalgas. EI ATP (Adenosin Trifosfato) es la primera molécula en la cual dicha

energia quimica se queda almacenada. Este proceso de fotosintesis es totalmente
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imprescindible para poder desarrollar la vida en el planeta ya que, a partir de luz y
materia inorgénica, se puede sintetizar la materia organica y esto puede permitir fijar el
diéxido de carbono (CO2) y con ello liberarse el Oxigeno (O2). Se representa de mejor

manera en la siguiente imagen:

Figura 7.
Fotosintesis de microalgas.

Radiacioén
Solar

[EatoSIntesis!

groducciony

dlimacenamiento

[deyazucaresfyueracelte : ; L R e |
Nota. Adaptado de proceso de fotosintesis realizado por microalgas
(fotografia), por caja mar ADN agro, 2015, Cajamar.

(https://www.cajamar.es/storage/documents/microalgas-1444391623-
ca345.pdf)

2.4.4 Cultivo de microalga

Es de suma importancia poder conocer las condiciones Optimas y los limites de
tolerancia que tiene una microalga para el mayor numero de parametros, tanto de
manera individual como para el tratado en conjunto. En el cultivo masivo de microalgas
el rendimiento alcanzado depende tanto de la concentracién de células en el cultivo
como del grado en que las células pueden desarrollar su potencial de crecimiento. Por
tanto, para conseguir un cultivo de microalgas en crecimiento activo es necesario un
in6culo viable, un suministro minimo de nutrientes y microelementos y adecuadas
condiciones quimicas y fisicas: luz, aireacién, temperatura, salinidad y energia

(Canizares y col., 1994).
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Figura 8.

Crecimiento de la microalga comparada con las plantas de

microalga.

*Microalgae

Nota. Adaptado de Chlorella (fotografia), por wikipedia, 2021, Wikipedia.
(https://es.wikipedia.org/wiki/Chlorella)

Los factores para la produccion de algas son varios, como para todo crecimiento de
cualquier organismo existen factores que pueden alterar el desarrollo, como la
temperatura, el medio, la concentracién, el pH, nutrientes etc. Para un buen desarrollo
de la microalga se requiere de COz2, nitrégeno, fosforo, potasio, magnesio y otros

nutrientes menores tal es el caso coémo los metales.

Los parametros deben de determinarse previamente en el laboratorio y observar que
las condiciones sean positivas para su manejo y sean de gran ayuda para la
comprensién de las condiciones Optimas para el desarrollo de las distintas especies de

cultivo.
Especies de microalgas

La eleccion de las especies a cultivar depende directamente de la finalidad que se le
desea brindar a la biomasa resultante y/o si el cultivo es para fitorremediacion. Las
especies algales predominantes dentro de un sistema abierto dependen de factores
ambientales, operacionales y parametros biolégicos (McGriff & McKinney, 1972) (Abdel-
Raouf et al. 2012).

Algunas especies presentes en aguas contaminadas son utilizadas en tratamientos de
aguas residuales por su elevada tolerancia. Ademas, varias de éstas también son
utiizadas para fines comerciales. Los géneros Chlorella, Ankistrodesmus,
Scenedesmus, Euglena, Chlamydomonas, Oscillatoria, Micractinium, Golenkinia,

Phormidium, Botryococcus, Spirulina, Nitzschia, Navicula y Stigeoclonium han sido

30



registrados en aguas residuales desde distintas procedencias (Borowitzka 1999, Rawat
et al. 2011, Abdel-Raouf et al. 2012). Varias de éstas llegan a ser comercialmente
interesantes para la alimentaciéon humana y/o animal, la obtencion de biocombustibles,

aceites esenciales, pigmentos, entre otros usos.

Figura 9.
Distintos tipos de microalgas.

Nota. Adaptado de Microalgas (fotografia), por silo.tips, 2017, silo.tips.
(https://silo.tips/download/microalgas-oleaginosas-grupo-de-bioenergia-
facultad-de-ciencias-fisico-matematic)

Luz

La intensidad luminica es uno de los principales parametros a considerar en un cultivo.
En ausencia de limitacién por nutrientes, la fotosintesis se incrementa con el aumento
de la intensidad luminica, hasta alcanzar la maxima tasa de crecimiento especifica para
cada especie en el punto de saturacion por luz (Park. 2011a). Si en dado caso se llega
a pasar este punto, es decir, dar un excedente de luz puede llegarse a dar resultados
perjudiciales para la misma célula e incluso la muerte, implicando pérdida de eficiencia

fotosintética y productividad del cultivo.

31



Temperatura

En cuanto a la temperatura, la mayoria de las especies crecen entre de los 10 a 35 °C,
con una temperatura 6ptima de 16-24°C. En el cultivo de microalgas existen 3
temperaturas a considerar: una temperatura minima, la cual no es posible que se
genere un crecimiento (aproximadamente 16°C), una temperatura optima que ronda
entre los 16 y 27 °C dependiendo de cada microalga y es una temperatura a la cual se
produce el crecimiento mas rapido, y finalmente una temperatura méaxima, alrededor de

35°C, por encima de la cual el crecimiento no es posible.

En un sistema de cultivo cerrado, la temperatura se puede controlar por varios
mecanismos, tales como rociadores de agua, inmersion del colector solar en piscinas,

reactor dentro de un invernadero, etc. (Martinez 2008).

Aireacion

Este paso es de suma importancia para lograr una homogeneizacion de los nutrientes y
evitar la sedimentacion de las microalgas. Un adecuado mezclado favorece una
distribucion homogénea de las células, de los metabolitos, el calor y la transferencia de
gases a través de la interfase gas-liquido. (Caja mar ADN agro, 2015) Sin embargo,

exceder el proceso de la agitacion puede llegar a tener consecuencias, cémo por

ejemplo, disminuir la tasa de crecimiento de la alga.
pHYy CO2

El pH del cultivo esta influenciado por varios factores como la productividad algal, la
respiracion, la alcalinidad y composicion iénica del medio de cultivo, la actividad
microbiana autotréfica y heterotréfica y la eficiencia del sistema de adiciéon de COo:.
(Martinez 2008) ElI CO2 adecuado puede provocar la prolongacién de un crecimiento
exponencial a las microalgas. EI CO2 y el bicarbonato de sodio pueden afectar al pH
del cultivo, el cual tiene que mantenerse controlado en éptimas condiciones para no

matar a la microalga.

El pH puede controlarse con un sistema automatizado de inyeccion de CO2, o incluso,

con adiccién de acido o base permitiendo, ademas, suministrar CO2 necesario para
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cultivos de alta productividad. Cada microorganismo crece en un intervalo de pH
particular y normalmente existe un pH Optimo que estd bien definido para cada

microalga, por ejemplo, se encuentra un poco por encima del pH neutro.

Atendiendo a la fuente de energia y de carbono las microalgas se pueden cultivar en

distintos modos (Makareviciene et al., 2013):

e Autotrofico: Utiliza luz, natural o artificial, como fuente de energia y CO2 como
fuente de carbono.

e Heterotréfico: La energia y el carbono se obtienen de la oxidacion de sustratos
organicos. No todas las especies de microalgas pueden crecer en heterotrofia.
Los costes de operacidon y riesgos de contaminacion son elevados pero el
control del proceso es maximo rindiendo elevadas productividades (Doucha y
Livansky, 2011; Perez-Garcia et al., 2011).

e Mixotrofico: Las microalgas realizan la fotosintesis, pero en presencia de una

fuente de carbono organico (Abreu et al., 2012; Mitra et al., 2012).

2.5 Chlorella Vulgaris

Del Reino Bacteria protista, es un alga unicelular de color verde, tiene un orden Chlorococcales,

pertenece a la familia Oocytaceae y de género Chlorella.

CARACTERISTICAS

El alga tiene forma esférica, con un didmetro que es entre 100 y 1.000 veces menor a 1
mm. El color verde lo obtiene de los cloroplastos, que son las estructuras encargadas
de realizar la fotosintesis, Se conocen asociaciones simbibticas de esta alga con
esponjas, paramecios e hidras.

Figura 10.
Microalga Chlorella Vulgaris
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Nota. Adaptado de Chlorella vulgaris (fotografia), ArtisMicropia, ArtisMicropia.

(https://www.micropia.nl/en/discover/microbiology/chlorella-vulgaris/)



La caracteristica color verde le da nombre Chlorella al género, que significa pequefio

verde.

2.6 Absorbancia microbiana

Para poder realizar los ensayos microbiol6gicos necesarios es un requerimiento muy
importante trabajar con la misma cantidad de biomasa en una fase de crecimiento

similar.

Una de las formas para medir la biomasa y determinar las fases de crecimiento de la
misma es utilizando un método que relacione dicha biomasa con la magnitud fisica,
este método se conoce como la absorbancia de luz la cual para obtener las
determinaciones se utiliza un espectrofotometro, en el cual la luz atraviesa un tubo
conteniendo el cultivo bacteriano. EI cambio entre la intensidad de luz que incide en el
cultivo y la transmitida se registra en el espectrofotbmetro como absorbancia.

(Caracterizacion Microbioldgica., s. f.)

A medida que la concentracion celular aumenta, el cultivo se hace mas turbio y se
reduce la cantidad de luz transmitida que alcanza la célula fotoeléctrica. Esta reduccion
de la intensidad de luz transmitida es consecuencia de la difraccion de la luz por parte
de las células. Sin embargo, la absorbancia no es una medida directa del nUmero de
células, por lo cual es necesario realizar una curva de calibracion para obtener la
correspondencia entre las medidas de la biomasa en el cultivo y las de Absorbancia

(medidas a 600 nm de longitud de onda).

El conteo en placa o de colonias es un método de medicién de biomasa que permite el
recuento de células viables y consiste en determinar el nUmero de células capaces de
reproducirse y generar colonias sobre un medio solido (cada célula viable da origen a

una colonia). Por lo tanto, este método no es capaz de cuantificar células vivas pero

incapaces de reproducirse. (Caracterizacion Microbioldgica., s. f.).
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Capitulo IV. Desarrollo

Antes de comenzar el desarrollo hay que aclarar diversas situaciones, por ejemplo, la
primera es que el cultivo de la microalga Chlorella Vulgaris estuvo 1 afio en incubacion,

esperando por el crecimiento y desarrollo para posteriormente utilizarse.

A pesar de esto, se explicara todo, desde el primer paso hasta el Gltimo, pero siempre
recordando el periodo de incubacion que tuvo el medio de cultivo.

Elaboraciéon del medio bold basal

El Medio Bold Basal es un medio de algas de agua dulce que se ha utilizado para
cultivar una variedad de cultivos de algas verdes sin necesidad de extracto de suelo o
vitaminas (Brown et al., 1964; Nichols y Bold, 1965).

La composicion de este medio esta constituida por soluciones comunes vy

Micronutrientes, los cuales se presentan a continuacion:

Tabla 1.
Stock solutions, componente y nombre quimico

Componente Nombre

NaNOs3 Nitrato de sodio
CaCl22H,0 Cloruro de calcio dihidratado
K2HPO4 Fosfato dipotasico
KH2PO4 Fosfato monopotasico
MgS04.7H20 Sulfato de magnesio (heptahidratado)
NacCl Cloruro de sodio
KOH Hidréxido de potasio
FeS04.7H20 Sulfato de hierro (heptahidratado)
H2S04 Acido sulfurico
EDTA Acido etilendiaminotetraacético
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Tabla 2.
Micronutrientes para el medio bold basal, componente y nombre quimico.

Componente Nombre

ZnS0,.7H,0 Sulfato de Zinc (Heptahidratado)

CuS0,4.5H,0 Sulfato de Cobre (Il) (Pentahidratado)
CO(NO:s),.3H,0 Nitrato de Cobre (Il) (Trihidratado)

MnCl,.4H,0 Cloruro de Magnesio (ll) (Tetrahidratado)

El motivo de realizar este paso es porque se necesita un medio de cultivo apropiado y
en Optimas condiciones para que la microalga pueda crecer y desarrollarse, que sea un

medio en el que los nutrientes sirvan para un crecimiento positivo.

Los componentes en la tabla anterior son mezclados en un recipiente con agua
destilada, todo ello con tal de obtener el medio de cultivo adecuado. Hay que ajustar el
pH 6.8+0.2.

Esterilizacidon

Una vez obtenida la homogenizacion del medio cultivo se procede a una esterilizacion,
es decir, son llevados a una autoclave para eliminar cualquier carga microbiana, ya sea
patégena o no, de los productos. El tiempo que estara la muestra dentro del autoclave
es aproximadamente 20 minutos a una presion de 1 atmésfera y una temperatura
promedio de 120 °C.

Figura 12.
Autoclave para esterilizacion.
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Incubacidn
Controlar la temperatura, la humedad y otras condiciones bajo las cuales pueda crecer
un cultivo microbiolégico. Este es el proceso de desarrollo y multiplicacion al cual se

somete Chlorella Vulgaris.

La muestra estuvo a una temperatura de entre 25 °C y 30 °C, con la iluminacién de una
luz calida de 20 W, un espectro de luz de 2 700 K/Calida.

Figura 13.
Incubadora para el crecimiento del alga.

Prueba microscépica (1)
Se observaron al microscopio para ver que las células estuvieran vivas.
Proceso de aireacidn

Regula el proceso de crecimiento en funciones biolégicas de la Chlorella Vulgaris.

Se tuvo en cuenta la aireacién en donde el CO2 gue se inyect6 fue de 380 ppm, la cual
fue suministrada por bombas de aire para acuario de dos salidas, la parte inferior de
cada manguera se instalé un difusor con el fin de evitar la sedimentacion del cultivo y
su caudal de aire se regulé mediante valvulas.

Figura 14.

Matraz Erlenmeyer sometido a proceso de aireacion
con la microalga Chlorella Vulgaris.

37



Sembrado de cultivo

Introducir artificialmente una porcién de muestra a un medio adecuado, con el fin de

iniciar un cultivo microbiano. 1 afio de crecimiento y purificacion.

Figura 15.
Sembrado de cultivo en tubos de ensayo.

Prueba microscépica (2)

Se realizaron pruebas en el microscopio de 5 tubos con la microalga Chlorella Vulgaris
para poder observar su composicion de cada uno de los tubos y verificar de qué esta

compuesto.

Los tubos venian indicados en una numeracion, la cual era: 2.2, 2.3, 4.1, 4.2, 4.3. Se
realizaron las pruebas de cada tubo y de ellas se tomaron al menos 5 o 6 fotografias de

la microalga.

Figura 16.
Tubos de ensayo estudiados.
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El procedimiento que se realiz6é para poder ver la microalga fue, tomar el tubo en donde
se encontraba la muestra y succionar solamente una gota, dicha accion se realizd con
una pipeta de un solo canal (Todas las muestras fueron sacadas por una pipeta de un
solo canal), se colocaba en el portaobjetos, previamente limpiado con alcohol y una

servilleta, y se le ponia el cubreobjetos para que la muestra se esparciera (igualmente

limpio).
Figura 17. ’Z_’g;r"" th Figura 19.
Pipeta de un soI canal. ubreobjetos. Portaobjetos.

Una vez colocado todo, se procedia a colocar el portaobjetos en el microscopio con el
objetivo de 40 para poder observar de buena manera la muestra. Para poder observar
las muestras y poder fotografiarlas se utiliz6 una cdmara para el microscopio
denominada AmScope MD35 que se coloca en uno de los oculares, se conecta a la
computadora y se instala un Software para poder apreciar de buena manera lo que el

Microscopio proyecta.

39



Figuras 20.
Lente utilizado
Programa utilizado para ver las microalgas en la computadora.

Para poder saber realmente lo que se ve en las fotografias es necesario saber todo
sobre esta microalga, es decir, su morfologia, su tamafio, si comparte espacio con otra
microalga, co6mo se comporta, etc. Es por ello que en el marco tedrico se especifico
cada una de estas caracteristicas y con ello poder identificarla de mejor manera por el

microscopio.

Ahora, una vez sabiendo la informacion “estandar” de la microalga realizaremos la
comparacién de esta con las imagenes sacadas de los distintos tubos que se utilizaron

Yy veremaos en cuantos de estos se encuentra de manera exacta.

Tubo 2.2
En este tubo se tomaron 5 fotografias en las que se veia una comunidad verde.

La ilustracion 1 es la primera fotografia que se realiz6 al tubo en cuestion, se ve una
comunidad verde, la forma que tienen no son circulares por lo que se cree es otro tipo

de microalga, la cual recibe el nombre de Scenedesmus Acutus.

Se puede observar que dicha comunidad verde tiene como cierta forma de “0jo” en las

inmediaciones de su morfologia.
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No obstante, también se encontré6 en los distintos tubos estudiados otro tipo de
microalga habitante de nombre Monodus Subterraneus y que mas adelante se

expondra la forma que tiene.

Se pondran a continuacién las siguientes imagenes que fueron tomadas y se vera

cuantas microalgas hay en el tubo 2.2

Figuras (2.2.1,2.2.2,2.2.3,2.2.4, 2.2.5).
Microalgas encontradas en el microscopio.

Figura 2.2.1 Figura 2.2.2

Figura 2.2.3 Figura 2.2.4

41

Figura 2.2.5



De las imagenes puestas anteriormente la imagen namero 4 contiene la microalga de
Scenedesmus Acutus mientras que la llustracion 1, 2 y 5 hay un circulo pequefio lo
cual nos indica que es la microalga Chlorella Vulgaris. Y de la microalga denominada

Monodus Subterraneus se aprecia en la llustracion 3.

Tubo 2.3

Ahora se pondran las imagenes del tubo 2.3 en el cual se tomaron 6 imagenes, las
cuales se presentaran a continuacion y se observara nuevamente qué tipo de

microalga contiene este tubo.

Figuras (2.3.1, 2.3.2, 2.3.3,2.3.4, 2.3.5, 2.3.6).

Figura 2.3.1 Figura 2.3.2
Figura 2.3.3 Figura 2.3.4
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Figura 2.3.5 Figura 2.3.6

De las ilustraciones puestas para este tubo, podria ser que en la ilustracion 2 esté
Chlorella Vulgaris, en la ilustracion 1, 4 y 6 se puede apreciar a Monodus Subterraneus

y en las demas la comunidad que mas abunda es la de Scenedesmus Acutus.
Tubo 4.1

Ahora sera la ocasion de mostrar las imagenes del tubo 4.1 y verificar qué tipo tiene.

Figuras (4.1.1, 4.1.2, 4.1.3, 4.1.4, 4.1.5, 4.1.6).

Figura 4.1.1 Figura 4.1.2
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Figura 4.1.3 Figura 4.1.4

Figura 4.1.5 Figura 4.1.6

Del tubo en cuestiébn podemos notar que en la ilustracion 1, 2 y 4 contiene al menos
una microalga de Chlorella Vulgaris mientras que en las demas imagenes (Incluidas las
mencionadas) contienen Scenedesmus Acutus. Por su parte la microalga de Monodus
Subterraneus podria estar presente en la ilustracién 2, 4,5y 6.
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Tubo 4.2

Figuras (4.2.1,4.2.2,4.2.3,4.2.4, 4.2.5).

Figura 4.2.1 Figura 4.2.2

Figura 4.2.3 Figura 4.2.4

Para el tubo en cuestibn se puede encontrar una
sola microalga Chlorella Vulgaris en la ilustracién 3
y 5.

Figura 4.2.5
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Tubo 4.3

Figuras (4.3.1, 4.3.2, 4.3.3, 4.3.4, 4.3.5, 4.3.6).

Figura 4.3.1 Figura 4.3.2

Figura 4.3.3 Figura 4.3.4

Figura 4.3.5 Figura 4.3.6



Para este ultimo tubo se mostré una colonia verde incluso mayor que tubos anteriores,

pero no de Chlorella, solamente en la llustracién 1 y la llustracion 3 se tiene presencia

de ella. Asi mismo Monodus Subterraneus se encuentra en las llustraciones 4, 5 y 6;

logrando con esto que el tubo 4.3 sea el que mas poblacion tenga de esta misma.

Se realiza una tabla comparativa en la que se colocan las microalgas encontradas en

los tubos con las microalgas que se buscan en internet: (en la parte de la segunda

imagen se aprecia que son de 2 tipos, pero en la busqueda se opta por elegir

Scenedesmus ya que es la colonia con caracteristicas que mas se acercan a las

encontradas en la muestra practica, el fin de la tabla es mostrar las variantes que hay y

sus caracteristicas para identificarlas).

Tabla 3.

Tabla comparativa de microalgas.

Microalgas Microalgas buscadas Caracteristicas DIVISION Familia
capturadas en el en internet que sea
microscopio idéntica
Chlorella Vulgaris Chlorella Vulgaris - Es una célula
microscopica
R esférica con un
A=) Yy @
S QQ‘Q 8 didmetrode 2 a
" o @ ¥ | 10um.
O . ? 2.;‘- Qe§~£ - Contiene los
o pigmentos
4@“ > .ﬁ@ verdes
® ‘%@ > CHLOROPHYT
1 s LAY fotosintetizadore A CHLORELLACEAE
Figura 1 Figura 1.1 sclorofilaayb

ensu
cloroplasto.

- Es una célula
reproductiva no
movil que se
reproduce
asexualmente.’
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Figura 2

2.1- Scenedesmus
Acutus

Figura 2.1

2.2- Desmodesmus

Figura 2.2

2.1

- Estd constituido
por algas verdes
gue se alinean
en filas cortas de
4, 8 0 16 células.
Asi, unas veces
forman una
hilera simple,
otras veces
doble.

- Rondan los 20
um.?

2.2

- Son organismos
coloniales, la
colonia es plana
y formada en
general por 2, 4,
8, 16 e incluso 32
células.

-Las células
pueden ser
elipsoides,
ovoides,
fusiformes o
lunadas.?

- Rondan de los
10-25pum.*

CHLOROPHYT
A

SCENEDESMACEAE

Figura 1

3.1.- Monodus
Subterraneus

Figura 3.1

- Pueden llegar a
medir desde 5
hasta 10 um

- Estd constituido
mayormente por
algas verdes y las
formas pueden
ser ovaladas u
ovoides.’

XANTHOPHYT
A

PLEUROCLORIDACEA
S
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Pruebas
Se realizaron 3 ensayos en los que son distintas mezclas, observando como se
comportan al mezclarse y si son realmente compatibles, conocer

Se realiza una tabla con la simbologia adecuada para representar lo que se hace en el

ensayo y tener en cuenta para obtener los resultados.

Tabla 4.
Tabla de controles.

Control 1 Solo medio de cultivo (S.M)

Control 2 Medio de cultivo con Tolueno (M+T)

Control 3 Medio de cultivo con Tolueno + Carboén

activado (M+T+C)

Control 4 Medio de cultivo con Carbén activado (M+C)

Ensayo 1

Se compone de un tubo de ensayo que sirve normalmente cdmo un biorreactor,
comienza siendo (S.M) para posteriormente pasar a ser (M+T), luego se le agrega

(C+M) para que al final qguede compuesto como (M+ T + C).

Figura 21.
Tubos de ensayo.
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Ensayo 2

El ensayo es practicamente el mismo procedimiento que el ensayo 1, la Unica
diferencia acé es la concentracion de Tolueno, ya que se aplico en mayor cantidad para

valorar y apreciar como actua la microalga.

Ensayo 3

Para este proceso, el ensayo cambia de orden, ya que de primera instancia se empieza
con el (S.M), posteriormente se le agrega carbon activado para quedar (M + C),

finalmente se le agrega el contaminante usado, tolueno (C + M + T).

Figura 22.
Tubos de ensayo con muestra Chlorella.
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Capitulo V. Resultados

Crecimiento cultivo patréon

El cultivo se mantuvo a 25-30°C, con aireacion y en presencia de luz durante 12 dias,

fotoperiodo de 12:12h, para favorecer el crecimiento de Chlorella.

Tabla 5. Figura 23.
Tabla comparativa de microalgas. Grdfica de la curva de crecimiento.

Curva de crecimiento

0.45
0.4
0.35
0.3
0.25
0.2
0.15
0.1
0.05

Absorbancia

Dias

Para esta parte se plasman los resultados obtenidos de cada ensayo.

Ensayo 1

Para esta parte del ensayo se observo, gracias a las actividades realizadas, que la
microalga Chlorella Vulgaris si presenta crecimiento con la

aplicacién de tolueno.

Figura 25.
Muestra de microalga

Figura 24.
Muestra de microalga.
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Se coloca la muestra en el espectrofotometro para medir su absorbancia, obteniendo el

valor a continuacién presentado en la imagen.

Figura 26.
Valor en el espectrofotometro.

>3.300

i [Lcnotus onda | Transowin | _heferencia |

Ensayo 2

Para este paso se descarta el ensayo 2 ya que existen dos motivos o razones por las
cuales este ensayo se descarta:

e El Tolueno si influye a mayores concentraciones
e Si aumenta la concentracion de Tolueno se debe aumentar la cantidad de

carbon activado.

Figura 27. Figura 28. Figura 29.
Tolueno en tubo de ensayo. Tolueno en tubo de ensayo. Tolueno en tubo de ensayo.
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Ensayo 3

Para el Ultimo ensayo se recrea una tabla comparada con una grafica para representar

la absorbancia que tuvo la microalga con respecto a los dias transcurridos.

Tabla 6.

Absorbancias de cada método con respecto a los dias.

1 4 513 501 496
2 5 667 595 650
3 6 744 800 861
4 7 996 986 1043
5 8 955 989 1111
6 9 933 989 1149
7 10 865 929 1087
8 11 808 980 1233
9 12 837 955 1160
10 13 822 967 1196
11 14 812 994 1244
12 15 817 980 1220
13 16 815 987 1232
14 17 823 1084 1326
15 18 798 1049 1274
16 19 810 1067 1300
17 20 804 1058 1287
18 21 736 1070 1339
19 22 758 1087 1370
20 23 771 1098 1390

Absorbancia

Figura 30.

Curvas de absorbancia respecto a los dias.
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Capitulo VI. Conclusiones

De manera general podemos decir que al termino del proyecto se lograron cosas
buenas, se obtuvieron muestras en Optimas condiciones, cultivos en buen estado y
cada paso que se llevo a cabo fueron cumplidos a la perfeccion para poder lograr los
objetivos que se establecieron desde un inicio.

Se llego a la conclusion que se obtuvieron resultados favorables y acertados a los

objetivos planteados en el proyecto.

Ya que el carbon activado junto con el tolueno trabaja de manera positiva y buena para
hacer crecer la Chlorella, teniendo en cuenta que el carbon activado sirve muy bien
como adsorbente y purificador tanto en los cuerpos de agua como en el aire. Los
carbones activados mantienen su capacidad de adsorcién después de varios ciclos de

adsorcidn-desorcion, por lo que resultan aptos para su aplicacion industrial.

Por los resultados que se obtuvieron en este estudio, se sugiere la factibilidad del uso
de los carbones activados como un adsorbente de los compuestos aromaticos solubles

en el agua, sirven demasiado para la pureza de estos contaminantes.

Gracias a las pruebas realizadas en el espectrofotometro la absorbancia obtenida fue
una sefial de optimismo, ya que se tuvieron valores favorables, los cuales se
establecen dentro de los rangos, tanto asi que sabiamos que la prueba estaba siendo

bien ejecutada.

Como punto final del presente estudio, se mostraron una tasa de crecimiento en las
algas expuestas a las concentraciones de tolueno, siendo mayor el efecto positivo a
bajas concentraciones, pero a medida que la concentracion de tolueno aumenta debe
aumentar el purificador, con ello se tiene una idea buena sobre el uso de estos

contaminantes purificados cémo una excelente fuente de carbono para las microalgas.
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Recomendaciones

Como recomendaciones para llevar a cabo la investigacién y/o mejorarla se puede

mencionar lo siguiente:

> Tener cuidado en realizar este experimento con un tiempo espacial lo mas

aproximado posible.

> Realizar el medio bold basal con anticipacion y con los volimenes y cantidades

exactos.

> Manejar de manera cuidadosa la autoclave y con extrema precaucion.

> Manejar con extrema precaucion la solucién (Tolueno) al entrar en contacto con las

microalgas y carbon activado.
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Experiencia personal adquirida

Fue un gusto para mi como estudiante de ingenieria quimica poder realizar mi
residencia profesional en el Instituto Tecnoldgico de Tuxtla, debido a que es un centro
de estudio de alto prestigio en el estado y en la capital de la ciudad, ya que cuentan
con docentes especializados en su &mbito, con conocimientos para preparar jovenes y
futuros investigadores capaces de contribuir a la sociedad con soluciones a problemas

nacionales en el area de competencia de investigacion.

La experiencia personal adquirida en esta institucion fue gracias a que se pertenece al
ambito de investigacion, pues generé diferentes habilidades y destrezas para poder
analizar informacion de diferentes fuentes y con ello, ir construyendo un nuevo
conocimiento, una nueva aportacion, una nueva opinién. Ademas, aprendi técnicas

para buscar, leer y comprender de una mejor manera las articulos y revistas cientificas.

La experiencia adquirida dentro de la residencia profesional también abarca la manera
en trabajar en equipo, como lo fue la comunicacion con mis asesores. Los
conocimientos adquiridos sobre los hidrocarburos aromaticos, la contaminacion de
aguas por hidrocarburos, su manejo y tratamiento, carbones activados, microalgas de
todo tipo y como se cultivan, siendo temas fundamentales que no se ven a lo largo de
cada semestre. Aplicar los conocimientos adquiridos en la escuela y utilizarlos en un
panorama de investigacion, fue notablemente bueno, todo esto fue posible gracias al

apoyo de mis asesores.
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Capitulo VII. Competencias desarrolladas

Dentro de las distintas actividades realizadas durante el tiempo de la residencia
profesional en TecNM campus Tuxtla Gutiérrez, gracias a este proyecto desempefié la
busqueda y revision bibliografica respecto a las microalgas, BTEX (Benceno, Tolueno,
Etilbenceno y Xileno), carbones activados y mediante las indagatorias de informacion
se conocieron coOmo actiuan las microalgas, como funciona el carbon activado en
contacto con algun hidrocarburo y esto enfocado en la adsorciéon de Tolueno en un

carbdn activado con Chlorella Vulgaris.

Se utilizaron diferentes herramientas como fuentes de informacion y plataformas que
permitan el acceso a informacion, tales como articulos, revistas cientificas, libros,
paginas web, etc. Se indagaron las estructuras de los distintos materiales estudiados y
ver como se comportan cada uno de ellos. Leer, comprender, analizar y describir los
pasos que se llevaron a cabo para obtener la curva de crecimiento de la microalga.
Describir las principales procesos y técnicas utilizadas. Es imprescindible llevar a cabo
una metodologia bien estructurada para tener los resultados mas precisos. Se reforz6

el uso de aparatos cOmo pipetas, microscopios, muestras en portaobjetos, etc.
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Capitulo IX. Anexos

Figura 32.
Instituto Tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez.

Figura 31.
Ubicacion geogrdfica del ITTG.
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Figura 33.
Lugar de Realizacion de la residencia, Polo tecnoldgico
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