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RESUMEN

Los hidrocarburos aromaticos BTEX (benceno, tolueno, etilbenceno y xileno) son
contaminantes persistentes y toxicos provenientes de actividades industriales y derrames de
petréleo que afectan significativamente la calidad del agua, del suelo y la salud humana.
Dadas las limitaciones de los métodos fisicoquimicos para la remediacion de estos
contaminantes, la biorremediacion, particularmente mediante el uso de microalgas como
Chlorella sp., emerge como una alternativa eficiente y sostenible debido a su capacidad para
biodegradar compuestos organicos contaminantes y adaptarse a diversas condiciones
ambientales. Es por eso que este estudio evalud la eficiencia de biodepuracion de
hidrocarburos BTEX utilizando la microalga Parachlorella kessleri, aislada y caracterizada
morfologica y molecularmente. Se determind su cinética de crecimiento, obteniendo una fase
exponencial de 120 horas, una velocidad especifica de crecimiento u=0,0230 h™' y un tiempo
de generacion G=30,15 h. La medicion de BTEX mediante cromatografia de gases FID
mostrd alta precision y selectividad, con concentraciones minimas detectables para benceno
de 0,4 mg/L, tolueno 1,7 mg/L, etilbenceno 4,7 mg/L y xilenos entre 1,4-7,2 mg/L.
Parachlorella kessleri demostr6 una notable capacidad de biorremediacion, eliminando hasta
93,6% de benceno, 78,1% de tolueno, 66,0% de etilbenceno y 73,7% de xilenos en cinco
dias. Estos resultados destacan el enorme potencial de las microalgas en la mitigacion de la
creciente contaminacion ambiental e invita a revalorar el papel de la biotecnologia para
enfrentar de manera sostenible los desafios ambientales globales contemporaneos.
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UNLOCKING THE POTENTIAL OF Chlorella sp. FOR BTEX
REMOVAL: AN INNOVATIVE APPROACH
TO BIOREMEDIATION

ABSTRACT

BTEX aromatic hydrocarbons (benzene, toluene, ethylbenzene and xylene) are persistent and
toxic pollutants from industrial activities and oil spills that significantly affect water and soil
quality as well as human health. Given the limitations of physicochemical methods for the
remediation of these contaminants, bioremediation, particularly through the use of
microalgae such as Chlorella sp., emerges as an efficient and sustainable alternative due to
its ability to biodegrade contaminating organic compounds and adapt to various
environmental conditions. Hence, this study evaluated the efficiency of BTEX hydrocarbon
biopurification using the microalgae Parachlorella kessleri, isolated and morphologically
and molecularly characterized. Its growth kinetics were determined, obtaining an exponential
phase of 120 hours, a specific growth rate p=0.0230 h™' and a generation time G=30.15 h.
Measurement of BTEX by FID gas chromatography showed high precision and selectivity,
with minimum detectable concentrations for benzene of 0,4 mg/L, toluene 1,7 mg/L,
ethylbenzene 4,7 mg/L, and xylenes between 1,4-7,2 mg/L. Parachlorella kessleri
demonstrated a remarkable bioremediation capacity, removing up to 93,6% of benzene,
78,1% of toluene, 66,0% of ethylbenzene and up to 73,7% of xylenes in five days. These
results highlight the enormous potential of microalgae in mitigating growing environmental
pollution and sets an invitation to reevaluate the role of biotechnology to sustainably address
contemporary global environmental challenges.
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INTRODUCCION

Los impactos de la contaminacién a causa de hidrocarburos aromaticos, y en especial los
hidrocarburos aromaticos, mono y disustituidos, conocidos como BTEX (benceno, tolueno,
etilbenceno y xileno) representan un problema ambiental critico que repercute en ecosistemas
acuaticos y terrestres'?. La procedencia principal de estos contaminantes corresponde a
actividades industriales, derrames de petroleo y el excesivo uso de productos derivados del
petroleo. Estos se caracterizan por una elevada persistencia y toxicidad, lo que compromete
significativamente la calidad del agua, del suelo, y la salud de los organismos vivos>.
Adicionalmente, los BTEX estan asociados a posibles efectos carcinogénicos, teratogénicos
y mutagénicos en animales y humanos?, lo que sefiala la necesidad de desarrollar métodos
sostenibles y eficientes para su remocion del medio ambiente.

Los métodos tradicionales de remediacion de BTEX incluyen técnicas fisicoquimicas como
la adsorcidn con carbon activado, la oxidacion avanzada y la filtracion mediante membranas.
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Aunque estas tecnologias han demostrado ser efectivas en la eliminacion de BTEX, presentan
limitaciones significativas, tales como altos costos operativos, generacion de subproductos
toxicos y dependencia de condiciones especificas que pueden no ser factibles en todos los
contextos>’. En este sentido, la biorremediacién emerge como una alternativa prometedora
y mas ecoldgica, aprovechando la capacidad de algunos organismos vivos para degradar
compuestos organicos contaminantes de manera natural®.

La biorremediacion es una estrategia para la descontaminacion de ambientes contaminados
que emplea organismos como microalgas, hongos, bacterias, consorcios microbianos o
procesos (aerdbicos o anaerdbicos)’, para reducir la concentracion y toxicidad de
determinados contaminantes, basada en la aceleracion del proceso natural de biodegradacion
de determinadas sustancias en el medio ambiente; donde la velocidad del proceso depende
de condiciones ambientales como temperatura, presencia de oxigeno, nutrientes y pH'’. Estos
microorganismos pueden utilizar contaminantes, compuestos organicos o inorganicos, como
fuente de energia o carbono durante sus procesos metabodlicos, utilizandolos como nutrientes
o pudiendo ser degradados enzimaticamente'!.

Esta técnica se puede dividir en dos categorias: in situ (en un sitio contaminado) y ex situ (en
otro lugar que no sea el area contaminada)'>!®. La ficorremediacion, es un tipo de
biorremediacion que se refiere a la utilizacion de micro o macroalgas para la remocion de
contaminantes de aguas residuales, suelos contaminados y CO> del aire contaminado'*, lo
que aporta una mejora a los métodos convencionales, demostrando ser una solucion
sostenible y ayudando a reducir la carga de contaminantes en el medio ambiente!®.

El cultivo de microalgas proporciona un biotratamiento que ha han captado la atencion de los
investigadores debido a su versatilidad y eficiencia metabolica'®. Son numerosas las
investigaciones y proyectos que han utilizado las microalgas para metabolizar una amplia
gama de contaminantes organicos, y que a su vez han utilizado la biomasa obtenida de estos
ambientes contaminados para la produccion de biocombustibles como biodiesel, biogés y
bioetanol, asi como otros productos industriales'”®,

Se ha demostrado que varias especies de microalgas de diferentes géneros, como
Botryococcus, Chlamydomonas, Chlorella y Phormidium, tienen diferentes fines de
ficorremediacion. Sin embargo, seleccionar las especies de algas mas adecuadas para la
eliminacion de ciertos contaminantes requiere mas investigacion en areas clave. El uso de
microalgas en la biorremediacion del petroleo crudo sigue siendo un area de investigacion
interesante en discusion. Algunas especies de algas pueden oxidar y degradar muchos tipos
de hidrocarburos en componentes menos dafiinos, lo que sugiere su potencial para remediar
el petrdleo crudo, asi como hidrocarburos arométicos especificos!”. Varios estudios
demuestran la capacidad de diferentes especies de microalgas para biodegradar compuestos
organicos en otras condiciones o regimenes metabolicos utilizando carbono organico como
fuente de energia o carbono?.

Entre las diversas especies de microalgas, Chlorella sp. destaca por su robustez, alta tasa de
crecimiento y capacidad para adaptarse a diferentes condiciones ambientales, lo que la
convierte en una candidata ideal para aplicaciones de bioremediacion?!.
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PARTE EXPERIMENTAL

Aislamiento y purificacion de Chlorella sp.

Se obtuvo un cultivo mixto de microalgas proporcionadas por el Laboratorio de Biologia
acuatica de la Escuela de Biologia de la Universidad Nacional de San Agustin. Se emple¢ el
método de diluciones seriadas con medio BBM (Basal Bold Medium). Después de 5 dias de
incubacion, se valido el aislamiento de una sola especie de microalga mediante observacion
€n microscopio.

Para la purificacion del cultivo de la cepa ya aislada de Chlorella sp., se emplearon los
métodos de Lavado por centrifugacion y Ultrasonido, para la eliminacion de bacterias. Se
depositaron 6 mL de cultivo en fase de crecimiento exponencial en un tubo Falcon y se
someti6 a ultrasonido de baja frecuencia introduciendo el tubo en un bafio de agua durante
15 segundos a 90 kHz. Luego, se centrifugd por 90 segundos a 2000 RPM. Se descart6 el
sobrenadante y se conservo el pellet. Se adicionaron 6 mL de medio Basal Bold estéril, se
volvid a suspender el pellet y se repitid el proceso de centrifugacion cinco veces.

Caracterizacion microscopica de Chlorella sp.

Se observd en fresco en microscopio a 40X y 100X y se midié el diametro a través de la
captura de microfotografias. Posteriormente, se analizaron las principales caracteristicas
estructurales de los cloroplastos.

Caracterizacion macroscopica de Chlorella sp.

En una cdmara de flujo laminar en presencia de mechero, se cultivd la microalga en placas
Petri con medio Agar BBM con la técnica de rayado en estria. Para la elaboracion del medio
Agar BBM, se empled la composicion descrita reportada con anterioridad?? y 2% de agar. Se
depositd en placas Petri y se esterilizo en autoclave a 120°C y 1,1 kg/cm? de presion durante
15 minutos. Seguidamente, se dejo enfriar al ambiente para su solidificacion. Se sembro6 el
medio con un asa de Kolle. Se colocaron las placas invertidas en un ambiente de luz
controlada y se incub6 durante 6 dias*’. Se determiné la morfologia y pigmentacion de las
colonias, asi como el tiempo de crecimiento.

Determinacion de la cinética de crecimiento de Chlorella sp.

Se monitored el crecimiento de la microalga mediante lecturas de su densidad poblacional
por conteo en camara de Neubauer, asi como por espectrofotometria, previa elaboracion de
una curva patron.

Recuento celular en camara de Neubauer

Se agit6 el cultivo hasta obtener una distribucion homogénea y se succiond muestra del
cultivo con una pipeta Pasteur. Se llen6 la camara de Neubauer con el cubreobjeto puesto,
asegurando que los canales laterales se encuentren llenos. Se enfocd la cdmara en el objetivo
10X del microscopio y se contaron todas las células presentes en el cuadrante central
subdivididos en 25 cuadrados pequeiios. Se diluyé la muestra, 1:10, cuando el cultivo estaba
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muy concentrado. Se ejecutaron los conteos con intervalos de 24 horas. La concentracion
celular fue calculada de acuerdo con la férmula:

C=N-10*-dil

En donde: C corresponde a la concentracion (cel/ml); N, al promedio de células presentes en
1 mm3 (0.1 pL) y dil, al Factor de dilucion®*,

Cuantificacion de densidad poblacional por espectrofotometria

Se determin0 la concentracion celular indirectamente a través de la densidad optica del
cultivo empleando un espectrofotometro. Se calibr6 el equipo con medio BBM estéril. Se
agito el cultivo recién inoculado hasta su distribucion homogénea. Se llend la celda optica
con la muestra. En caso de altas concentraciones de cultivo, se realiz6 una dilucién 1:10. Se
midio la absorbancia en el espectrofotometro, usando las longitudes de onda 435 nm, 440
nm, 680 nm.

Para la seleccion de las longitudes de onda, se emple6 el método de Determinacion de la
longitud de onda méxima por barrido espectral del Thermo Scientific INSIGHT 2 Sofiware®.
Asimismo, se consideraron las longitudes 440 nm y 680 nm, reportadas por Cho, C., Nam,
K., Seo, Y.H. et al y Zuliani L, Frison N, Jelic A, et al*?’.

Se elabord una curva de crecimiento con los datos de la densidad optica, considerando:

DO =100—-T

En donde: DO = Densidad optica; T = Transmitancia, % de luz incidente recibida por el
fotodetector®*.

Asimismo, se calcularon los parametros cinéticos de densidad optica considerando:
InN—LnNy =pu(t—ty) ;g =0,693/u

En donde: N = Densidad optica; u = constante especifica de velocidad de crecimiento; g=
tiempo de generacion

Caracterizacion molecular la microalga Chlorella sp.

Se extrajo el DNA de la microalga mediante el método fenol-cloroformo alcohol isoamilico.
Se depositaron 1,5 mL de cultivo de microalga en un tubo Eppendorf. Se centrifugé a 13000
rpm por 2 minutos. Se decanto el sobrenadante y se conservé el pellet de biomasa. Se
adicion6 1 mL de Buffer de Lisis a pH 7,5, como fue reportado?®. Se sometio la mezcla a
vortex, a 30 RPS por 1 minuto. Se adicionaron micro perlas y se mantuvo a -20°C por 5
minutos. Seguidamente, se sometid a Vortex por 5 minutos. Nuevamente se mantuvo a -20°C
por 5 minutos y a vortex por otros 5 minutos. Se rescato el sobrenadante y se adiciond 500
uL de fenol cloroformo alcohol isoamilico 25:24:1. Se sometié la mezcla a vortex por 1
minuto. Se centrifugd la suspension a 12000 rpm por 10 minutos. Se transfirié 650 pL del
sobrenadante a un nuevo Eppendorfy se adiciond 1000 pL de alcohol isopropilico. Se invirtio
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el Eppendorf 5 veces y se centrifugd a 12000 rpm por 10 minutos a 4 °C. Se mantuvo a 4 °C
por 12 horas. Se removio el sobrenadante y se lavo el pellet con 500 pL de etanol al 70%. Se
removio el etanol. Se dejaron evaporar las trazas restantes de etanol®,

Se volvid a suspender el DNA con 40 pL de agua ultrapura. Se valido la extraccion de DNA
por electroforesis en gel de agarosa 1,5% por 15 minutos, a 100 mV y 400 mA?%,

Amplificacion del 18S rRNA y 28S rRNA

Se tomo 1 pL de muestra y se mezcld con 19 pL de Master Mix. Para la elaboracion del
Master Mix, se midieron con micropipetas los componentes mostrados en la Tabla 125,

El ADN genomico de la region 18S rRNA fue amplificada en PCR usando los primers:
Forward 5'-GCGGTAATTCCAGCTCCAATAGC-3' y Reverse 5'-
GACCATACTCCCCCCGGAACC-3' 3, Por otro lado, para la amplificacién de la zona
28S rRNA, se usaron los primers: Forward 5'-AGCGGAGGAAAAGAAACTA-'3 y Reverse
5'-TACTAGAAGGTTCGATTAGTC-'3 *!*2,

El programa usado para PCR se muestra en la Tabla 1. Detalle del programa de PCR usado
para este estudio. Los programas se utilizaron para amplificar la secuencia ribosémica para
la identificacion de la cepa de microalgas.*

Tabla 1. Detalle del programa de PCR usado para este estudio. Los programas se utilizaron
para amplificar la secuencia ribosémica para la identificacion de la cepa de microalgas.

18S rRNA 28S rRNA
FASE Numero Numero
Temperatura Tiempo  de Temperatura Tiempo de
°C (s) ciclos °C (s) ciclos

Desnaturalizacion 95 300 1 95 240 1
inicial
Desnaturalizacion 95 30 95 30
Hibridacion 56 60 35 52.5 20 30
Elongacion 68 60 68 90
Extension final 68 300 1 68 480 1
Almacenamiento 4 o0 1 4 o 1

Tomado de Medina C.3
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Secuenciacién molecular

Se realizaron dos secuenciaciones habiéndose empleado primers forward y reverse para
ambos amplicones, 18S rRNA y 28S rRNA.

Se ingreso la secuencia de nucleotidos en la base de datos NUCLEOTIDE BLAST de la
NCBI para la identificacion taxonomica de la microalga™*.

Cuantificacion de hidrocarburos aromaticos BTEX por cromatografia de gases FID

Para la evaluacion de la depuracion de hidrocarburos por medio de Chlorella sp. se preparo6
soluciones de hidrocarburos aromaticos (Benceno, tolueno, etilbenceno y xilenos). La
concentracion remanente, después de 120 horas, fue evaluada usando un cromatédgrafo
Shimadzu GCMS-QP2010 Ultra usando una columna Zebron ZB-35. Para el analisis
cuantitativo se us6 BTEX, material certificado conteniendo 2000 pg/mL en metanol, de
benceno, tolueno, etilbenceno y xilenos obtenido de Merck Peruana S.A. asi como los otros
reactivos.

Tanto las soluciones estandar de concentracion conocida, como los concentrados obtenidos
de los tratamientos fueron filtrados con jeringas de 5 ml y membranas Nylon de 0,22 um
marca RephiQuik en viales de vidrio ambar. Posteriormente se sellaron e insertaron en el
inyector automatico 4OC-20I acoplado al cromatografo de gases. Las soluciones estandar
fueron leidas repetidas veces variando las condiciones cromatograficas hasta lograr
establecerlas y poder resolver los tiempos de retencion y picos en los cromatogramas
obtenidos. Las condiciones experimentales elegidas se basaron en el trabajo de Sidisky L.

Evaluacion la capacidad de Chlorella sp. para biodepurar hidrocarburos BTEX a
distintas concentraciones

Con el fin de estimar la capacidad biodepuradora de Chlorella sp, se dividio el proceso en
las siguientes etapas: Biorreaccion, extraccion, concentracion y cuantificacion. Para la etapa
de biorreaccion, se optd por simular muestras de aguas contaminadas con hidrocarburos
mediante la elaboraciéon de soluciones de hidrocarburos BTEX de concentraciones
conocidas, con el objetivo de estimar en primera instancia concentraciones maximas
remediables de BTEX por la microalga. Asimismo, considerando que la fuente de carbono
es el reactivo limitante de la biorreaccion, su cantidad podria influir en la eficiencia de esta,
por ende se opto por evaluar la relacion g de BTEX/ UFC de Chlorella sp., a través de la
manipulacion del volumen de contaminante BTEX disponible para biorremediar versus una
concentracion estandar de densidad poblacional de Chlorella sp., con el objetivo de definir
el valor de dosis de inoculacion requerida para una eficiencia Optima para casos de aplicacion
donde desee emplearse este método de biodepuracion de BTEX. Al tratarse de un sistema
bifasico compuesto de una fase orgdnica contenedora de los contaminantes y otra acuosa
portadora de los entes biorremediadores, se realizaron procesos de seleccion de solventes
organicos y surfactantes, por lo que se tomaron como referencias antecedentes reportados en
repositorios cientificos y para su seleccion fueron sometidos a pruebas experimentales.
Finalmente, para la neutralizacion de la biodepuracion se selecciond el método de
microfiltracion.
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Asimismo, para la etapa de Extraccion, se selecciond el método liquido-liquido. El sistema
de alimentacidn estuvo conformado por el contenido del biorreactor de tratamiento de BTEX
por Chlorella sp. y como solvente extractor se selecciono6 diclorometano de grado HPLC. El
extracto del proceso resultante fueron los Hidrocarburos aromaticos BTEX recuperados en
el solvente, y el refinado del proceso, por el resto de la alimentacion. Se establecio la
repeticion del proceso de extraccion para el refinado obtenido, con la finalidad de obtener
una eficiencia del 99,9% de extraccion. Luego se procedid a la concentracion de la muestra
usando un evaporador rotatorio. Finalmente, el extracto concentrado se cuantifico por GC
con detector FID usando una columna Zebron ZB-35.

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento de Chlorella sp.

Se obtuvo un cultivo monoespecifico de microalgas mediante el método de diluciones
seriadas. Posteriormente, las bacterias presentes en el cultivo fueron eliminadas utilizando
técnicas de lavado por centrifugacion y ultrasonido?. La Figura la muestra el cultivo de
Chlorella sp. aislado y purificado.

Caracterizacion microscopica de Chlorella sp.

Se determin0 que el diametro promedio de Chlorella sp. era de 1,34 um, lo que correspondia

a un area de 1,41 pm? (Figura 1b). Este tamafio es menor al rango tipico reportado para
36-38

microalgas del género Chlorella, que varia entre 2 'y 10 pm

Ademas, se identificaron las principales caracteristicas estructurales de los cloroplastos,
propias de la Division Chlorophyta. Se observo un cloroplasto en forma de copa, un pirenoide
de forma ampliamente elipsoidal a esférica y una superficie celular lisa sin flagelo (Figura
2ay 2b). Asimismo, se determin6 que estas microalgas se reproducian mediante la formacion
de 2 a 4 autoesporas’’.

Rev Soc Quim Peru 90(2) 2024



Develando el potencial de Chorella... 70

a b  C)Chlorophyta

Figura 2. a. Se observan los organelos de Chlorella sp., b. Se aprecian las principales caracteristicas
estructurales de los cloroplastos de Chlorophyta. (Tomado de Solymosi K)3

Determinacion de la cinética de crecimiento de Chlorella sp.

Se determind la curva de crecimiento de la microalga (Figura 3), identificaAndose una fase lag
o de adaptacion que durd 24 horas, seguida de una fase exponencial que inici6 al dia 1 y se
prolongo6 por 120 horas, y finalmente una fase estacionaria que comenzd en el dia 6. Los
parametros cinéticos obtenidos incluyeron una velocidad especifica de crecimiento de p =
0,0230 h™' y un tiempo de generacion de G = 30,1519 h. Cabe destacar que, segun algunos
estudios, especies de Chlorella sp. pueden no alcanzar la fase de muerte incluso después de
25 a 28 dias de cultivo*®*!,

Curva de crecimiento de Chlorella sp.
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Figura 3. Cinética de crecimiento de Chlorella sp.

Caracterizacion macroscopica de Chlorella sp.

Se observoé el crecimiento de colonias de Chlorella sp. en medio Agar BBM, visibles entre
los dias 3 y 6. Las colonias presentaron una forma esférica bien definida, tamafio uniforme,
coloracion verde claro y carecian de motilidad.
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Super reino: Eucariota

*Reino: Viridiplantae
+Divisién: Chlorophyta
«Clade: core chlorophytes
«Clase: Trebouxiophyceae
*Orden: Chlorellales
sFamilia: Chlorellaceae
*Genero: Parachlorella
*Especie: Parachlorella kessleri
«Especie: Parachlorella beijerinckii
*Especie: Parachlorella hussii
sGenero: Masaia
eEspecie: Masaia oloidia
*Género: Dictyosphaerium
eEspecie: Dictyosphaerium pulchellum
«Género: Mucidosphaerium
eEspecie: Mucidosphaerium pulchellum

Figura 4. Especies homologas con lineamientos significativos obtenidos en BLAST para la secuencia de
genes 18S rRNA. Nota: Tomado de NCBI*.

Parachlorella kessleri isolate GB1 18S ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: KX151669.1 Length: 860 Number of Matches: 1

Range 1: 194 to 681 GenBank Graphics

“Score ‘Expect Identities Gaps Strand
902 bits(488) 0.0 488/488(100%) 0/488(0%) Plus/Plus

Query 1 CTCGTAGTTGGATTTCGGGCGGGGCCTGCCGGTCCGCCGTTTCGGTGTGCACTGGCAGGG 60

. CLLLLECEELLEEEE Lttt e et il
Sbjct 194 CTCGTAGTTGGATTTCGGGCGGGGCCTGCCGGTCCGCCGTTTCGGTGTGCACTGGCAGGG 253

Query 61 CCCGCCTTGTTGCCGGGGACGGGCTCCTGGGCTTCACTGTCCGGGACTCGGAGTCGGCGC 120

COLELELLEreeeee ettt ettt e e iieLy
Sbjct 254 CCCGCCTTGTTGCCGGGGACGGGCTCCTGGGCTTCACTGTCCGGGACTCGGAGTCGGCGC 313

Query 121 TGTTACTTTGAGTAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCCTACGCTCTGAATACATTAGCATG 180

. ||IIII||l|||IIIIIIII|||||ll||l|||||||IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 314 TGTTACTTTGAGTAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCCTACGCTCTGAATACATTAGCATG 373

Query 181 GAATAACACGATAGGACTCTGGCCTATCCTGTTGGTCTGTAGGACCGGAGTAATGATTAA 240

CELEERLLELEEEEEEEE R e e e i et eerrny
Sbjct 374 GAATAACACGATAGGACTCTGGCCTATCCTGTTGGTCTGTAGGACCGGAGTAATGATTAA 433

Query 241 GAGGGACAGTCGGGGGCATTCGTATTTCGATGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTTCGAA 300

! PELEERLEEREERE et et et e e i et e e et
Sbjct 434 GAGGGACAGTCGGGGGCATTCGTATTTCGATGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTTCGAA 493

Query 31 AGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTG 360

5 CELLLOLLEEEL LR L e L et L
Sbjct 494 AGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTG 553

Query 361 GGGGCTCGAAGACGATTAGATACCGTCCTAGTCTCAACCATAAACGATGCCGACTAGGGA 420

COLCLEEEERELEEETEEE et e e e e et eeeertttirnl
Sbjct 554 GGGGCTCGAAGACGATTAGATACCGTCCTAGTCTCAACCATAAACGATGCCGACTAGGGA 613

Query 421 TCGGCGGATGTTTCTTCGATGACTCCGCCGGCACCTTATGAGAAATCAAAGTTTTTGGGT 480

COLEEELLELELEEEEEE et e et e i e e et eeeeeey
Sbjct 614 TCGGCGGATGTTTCTTCGATGACTCCGCCGGCACCTTATGAGAAATCAAAGTTTTTGGGT 673

Query 481 TCCGGGG? 488

[T1111]
Sbjct 674 TCCGGGGG 681

Figura 5. Alineamiento molecular de la secuencia 18S rRNA analizada y Parachlorella kessleri. Nota:
Tomado de NCBI®*,
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Identificacion molecular la microalga Chlorella sp.

Se secuenciaron los genes 18S rRNA y 28S rRNA, cuyos analisis en BLAST revelaron
relaciones cercanas con microalgas de la familia Chlorellaceae (Figura 4). En el caso del gen
18S rRNA, se obtuvo un porcentaje de identidad del 100% para una longitud de 496-860
nucledtidos, con una cobertura de consulta del 61-98%, un e-value de 0,0 y un bit score
maximo de 902, sin errores de alineamiento. La especie mas estrechamente relacionada fue
Parachlorella kessleri, con un e-value de 0,0 y un bit score de 902 (Figura 5).

Por otro lado, el analisis del gen 28S rRNA, caracterizado por un amplicon mas largo, mostrd
una identidad del 90,69-100% para una longitud de 883 nucledtidos, una cobertura de
consulta del 97%, un e-value de 0,0 y un bit score maximo de 1051-1458, con un error de
alineamiento del 0-1% (Figura 6). La especie mas cercana fue Micractinium reisseri, con un
bit score maximo de 1458, destacandose como la mas similar a la secuencia analizada (Figura
7).

Super reino: Eucariota

« Reino: Viridiplantae
e Division: Chlorophyta
« Clade: core chlorophytes
« Clase: Trebouxiophyceae
e Orden: Chlorellales
 Familia: Chlorellaceae

« Genero: Micractinium
» Especie: Micractinium reisseri

« Género: Pseudochlorella
» Especie: Pseudochlorella pringsheimii

« Género: Chlorella
e Especie: Chlorella vulgaris
» Especie: Chlorella variabilis

Figura 6. Especies homologas con lineamientos significativos obtenidos en BLAST para la secuencia de
genes 28S rRNA. Nota: Tomado de NCBI*,
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Micractinium reisseri 2853 rRNA gene, strain YSW16
Sequence ID: HEB623711.1 Length: 883 MNumber of Matches: 1

Range 1: 30 to 820 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
1458 bits(789) 0.0 790/791(959%) 0/791(0%) Plus/Minus
Query 1 TCAGCACATCTACGAGCCTCCACCAGAGTTTCCTCTGRCTTCQCCCTOGCTCAGOCATAG 6O

Shjct 828 GTCAGCACATCTACGAGCCTCCACCAGAGTTTCCTCTGRCTTCGCCCTGOTCAGRCATAG 761

Query 81  TTCACCATCTTTCGGETCCCAACAGOTATGCTCGTACTCGRACCTTTCACAGAAGATCAT  1z2@

Sbjct 760 TTCACCATCTTTCGGGTCCCAACAGGTATGCTCGTACTCGAACCTTTCACAGAAGA 701
Query 121 CGGTCGATGGTGC TCCTTGCGCTTCATGGG 180
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct 700 CGGTCGATGGTGCAG TTCCTTGCGCTTCATGGGE 641
Query 181 TTTGCCACCCACCAGCTCGCATACATGTTAGACTCCTTGETCCGTGTTTCAAGACGGGEC 240
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||H
Sbjct 640 TTTGCCACCCACCAGCTCGCATACATGTTAGACTCCTTGGTCCGTGTTTCAAGACGGGCC 581
e i .
Sbjct 580 GATTGAAGGCCTTCCGCCAGCATCTTGACGACGCAGTTCCCGAGGGACTACAAGAGCGCC 521

Query 381 aTT TCOGTCGEa0AGEAGECATAGCCOGEETAACAATOCCCGOGEETTAGTCCCGEe 368

||
TCOOTOGGGGAGEAGECATAGCCGGEETAACAATCCOCGOGOTTGTCCCGE 461

[l
Ja—— I
[l ]
[ Sl i}
m—
m— M

Sbjct 528 GTT

Query 36l CATGCTGACCAGCACCCAGCGCATTCAGCCOACCGTTAGRCGGGCGTGTG 428
I

C
[]
CCCATECTGACCAGCACCCAGCOCATTCAGCCGACCOTTAGGCGGRCATGTG 421

CCCCCC C
) s
Sbjct 488 COCCCCAACC
Query 421 CCTGEGCGCACCCATEECCTCCAATCOCTTCOCTCTCAACARATTTCAAGCACTTTTTAAC 4388

Shjct 488 CCTOEGECGCACCOGTOOCCTCCAATCGLTTC TCAAGCACTTTTTAAC 341

Query 431 TCTCTTTTCAAAGTTCTTTTCATCTTTCCCTCACGGTACTTGTTCGCTATCGGTCTCCCG 54

Sbjct 348 CTTTTCARAGTTCTTTTCATCTTTCOCTCACGGTACTTGTTCGITATCGATCTCCCG . 2581
Query 541 TCGGTATTTAGCCTTAGATGGEATTTACCACCTGCTTTGGGCTGCATTCCCARACAACCC R

Shjct 288 TOGGTATTTAGCCTTAGATGGEATTTACCACCTGCTTTGEGCTGCATTCCCARACARCCC 221

Query 681 GACTCTGGOAAAGCGCTTCOTEGOGCGAAGGIGECCOEACCCAACGOGRTTCTCACCCTC 66

LALLLCLLLLL L ELLLELLLLLEL LELLEELLELLLLLLLLELELELLLLLELLELL

Sbjct 220 CTEOGAAAGCECTTCOTELLOCGAAGGGET CAACGGGGTTCTCACCCTC 161

Query 6881 TCTGACGCCCCTTTCCAGGGRACTTGOGCCCGEAGCTCCGCAGAAGOCGCTTCTCTAGAC 728

Sbjct 160 TCTEACGCCCCTTTCCAGGGGEACT TGOGCCCERAGCTCCGCAGAAGECGCTTCTCTAGAC 181

GCTGGAGATTTTCAAGCTGGGECTC
LLLLLELLLLLLEEEELLLLL T
GCTGGAGATTTTCAAGCTGGECTC

Query 721 TACAATTCGCCAGCCGGGG TTCOCGOTTCACTCGOC 788

|
Sbjct 128 TACAATTCGCCAGCCGGGG

—
—
o—
—
:||_
&

[

i —
[ —
o—
P—
—

1
TTC 41

Query 781 GTTACTAGGGG 791

Sbjct 48 GTTACTAGSGG 3@

Figura 7. Alineamiento molecular de la secuencia 28S rRNA analizada y Micractinium reisseri. Nota:
Tomado de NCBI®,
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Estandarizacion y validacién del método de cuantificacion de hidrocarburos aromaticos
BTEX por cromatografia de gases FID

Para determinar las condiciones optimas para el analisis de hidrocarburos BTEX mediante
GC-FID, se probaron diversas configuraciones cromatograficas basadas en estudios previos
que empleaban el estdindar BTEX. Finalmente, se selecciono la configuracion propuesta por
Sidisky L.35, incorporando algunas modificaciones, las cuales se detallan en la Tabla 2.

Tabla 2: Condiciones cromatogréaficas para la evaluacién de hidrocarburos aromaticos.

Parametro Valor Unidad
Tiempo 25 min
Vol. Inyeccion 1 uL
Modo Inyeccion - Split
Presion 190 kPa

T¢ inyeccion 250 °C

T° detector 250 °C

T° columna 40 °C
Flujo de Aire 40 ml/min
Flujo de Hidrogeno 40 ml/min
Gas carreador Helio

Flujo Gas carreador 30 ml/min

Se realiz6 una corrida cromatografica utilizando la solucion certificada de BTEX de Merck
Peruana S.A. y, posteriormente, se analizaron los mismos hidrocarburos aroméaticos de forma
individual. Se observo que los tiempos de retencion de los compuestos individuales fueron
similares a los obtenidos con la solucion BTEX certificada, como se detalla en la Tabla 3.

Los resultados presentados en la Tabla 3 muestran una comparacion de los tiempos de
retencion obtenidos en los cromatogramas de la solucion certificada BTEX y la solucion
BTEX preparada en el laboratorio. La identificacion de cada compuesto asociado a los picos
observados en los cromatogramas se realizo tras multiples anélisis de cada componente,
empleando soluciones preparadas con compuestos puros de grado GC. Estos compuestos
seran utilizados en las pruebas de biodepuracion.

Se observo que, de los 7 picos registrados, 5 correspondieron a tiempos de retencion similares
a los obtenidos con la solucion certificada BTEX, por lo que se consideraron validos. Los
dos tiempos de retencion restantes, que no coincidieron, se atribuyeron al solvente utilizado:
metanol en la solucion estandar y diclorometano en la solucion preparada en el laboratorio.
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Tabla 3. Comparacion de los tiempos de retencion (minutos) de los hidrocarburos en el
cromatograma del material certificado BTEX y la solucion BTEX preparada en el
laboratorio.

SOLUCION SOLUCION

CERTIFICADA BTEX BTEX 1000 PPM COMPUESTO™
- 0,709
0,985 0,985 Benceno
1,606 1,608 Tolueno
3,007 3,012
3,091 3,098 Xilenos
3,850 3,858
6,765 -
6,954 -
- 9,436 Etilbenceno

Validacion del método de analisis de hidrocarburos aromaticos BTEX

Para validar el método de GC-FID para la deteccion de compuestos BTEX, se evaluaron
varios parametros basados en investigaciones previas*>* utilizando el método de estandar
externo (46). Las soluciones de concentracion conocida fueron preparadas en el laboratorio,
y se analizaron los siguientes criterios: linealidad, selectividad, precision y concentracion
minima detectable (CMD), cuyos resultados se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4: Evaluacion de la linealidad para hidrocarburos aromaticos y su CMD

COMPUESTO  Ecuacion de la recta R? cMb
en ppm

Benceno y =227,02x + 50,444 0,9956 0,40
Tolueno y = 247,23x - 12,275 0,9956 1,73
Etilbenceno y = 163,56x - 61,055 0,9976 4,72
Xileno 1 y = 29,154x - 29,069 0,9838 7,28
Xileno 2 y =132,53x + 6,7029 0,9970 2,51
Xileno 3 y = 37,187x + 14,609 0,9955 1,43
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Evaluacion de la capacidad de biodepuracion de hidrocarburos aromaticos (BTEX) por
Parachlorella kessleri a diferentes concentraciones y proporciones de BTEX (g) por
UFC de P. kessleri

Se prepararon muestras de los hidrocarburos BTEX a tres diferentes concentraciones (10, 20
y 30 ppm) en CH>Cl y se trabajo al 5y 10% de volumen de fase organica respecto a la fase
acuosa (60 mL). La fase acuosa consté de un cultivo de P. kessleri y medio BBM. Los
resultados de la biodepuracion se muestran en la tabla 5.

Tabla 5: Porcentaje de biodepuracion de P. Kessleri a tres diferentes concentraciones de HC

BTEX y 2 niveles de volumen (%) de fase organica/volumen de fase acuosa

Concentracién
en ppm de HC

BTEX en 10 20 30
CHCl>
% (vol, fase
orgdnica/ vol, 10 10 10
fase acuosa
Prom s Prom S Prom S Prom s Prom S Prom s
Benceno 772 43 408 515 46,1 76 956 42 750 50 936 7,3
Tolueno 582 50 316 376 346 43 418 34 734 118 78,1 3,6
Etilbenceno 35,1 203 27,7 105 191 122 784 6,2 232 19 66,0 6,7
Xileno 1 219 52 136 118 12,7 12 30,7 14 321 42 513 26
Xileno 2 642 34 338 430 384 65 733 7,7 661 108 73,7 4,3
Xileno 3 243 32 138 149 143 08 204 114 157 34 466 1,3

Prom: promedio de dos mediciones y s indica la desviacion estandar de estas mediciones.

CONCLUSIONES

Las caracteristicas microscopicas, estructurales y macroscopicas del organismo estudiado
confirman su pertenencia a la division Chlorophyta. La caracterizacion molecular validé que
la microalga pertenece especificamente a la familia Chlorellaceae. El analisis del perfil
genético de la region 18S rRNA, comunmente utilizada para la identificacion de microalgas,
mostrd homologia con las especies Parachlorella kessleri, Masaia oloidia 'y
Dictyosphaerium sp.. Por su parte, el andlisis de la region 28S rRNA, una secuencia mas
extensa utilizada principalmente para eucariotas, revel6 homologia con Micractinium
reisseri. Estas similitudes genéticas respaldan que cualquiera de las especies mencionadas
podria ser una denominacion taxondémica valida.

La cinética de crecimiento de Parachlorella kessleri evidencid su rapido desarrollo, con una
velocidad especifica de crecimiento de p = 0,0230 h™ y un tiempo de generacion de G =
30,15 h, caracteristicas que la hacen particularmente adecuada para su cultivo y aplicacion
como agente biorremediador en aguas dulces.
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Ademas, se determiné que Parachlorella kessleri es altamente eficiente en la
biorremediacion de hidrocarburos aromaticos BTEX. En un periodo de 5 dias, bajo
condiciones ambientales y sin aireacion, logré remover el 95,6 % de benceno, 78,1 % de
tolueno, 78,4 % de etilbenceno, y 51,3 %, 73,7 % y 46,6 % de los isomeros de xileno.
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