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RESUMEN

La presente investigacién tuvo como objetivo evaluar la capacidad de depurar el nitrégeno,
fosforo y plomo de aguas residuales domésticas de la ciudad de Huaura, mediante la aplicacién
de la microalga Chlorella vulgaris Beyerinck inmovilizada en esferas de alginato. Se replicé la
cepa de Chlorella vulgaris haciendo conteos diarios mediante la cAmara de Neubauer hasta
llegar a una concentracion de 1,4x10°cel/ml, para posteriormente inmovilizarla en alginato de
sodio. Se empled fotobiorreactores de luz interna con aireacion constante. La capacidad de
remocion se evalud durante 30 dias, tomando muestras cada semana y analizando los niveles de
nutrientes (fésforo y nitrégeno), asi como los niveles de plomo mediante espectrofotometria. El
experimento contd con 15 unidades experimentales para un control y cuatro tratamientos con
distintas concentraciones de nutrientes y plomo. El tratamiento 2 fue el que tuvo mayor
porcentaje de remocion de plomo y fosforo, con un 66 y 75 por ciento respectivamente, en
cuanto al nitrogeno, todos los tratamientos removieron el nitrogeno dejandolo en una
concentracion menor a 0,5mg/l. EI mayor porcentaje de depuracién se dio entre la primera 'y

segunda semana.

Palabras clave: microalgas, remocién, inmovilizacion, aguas residuales.
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ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the capacity of purifying the nitrogen, phosphorus
and plumb of waste water from the city of Huaura, by applying the microalga Chlorella vulgaris
immobilized on alginate spheres. The strain of Chlorella vulgaris was replicated, counting daily
through the neubauer chamber until reaching a concentration of 1,4x107cel/ml, to later
immobilize it in sodium alginate. Internal light photobioreactors were used with constant
aeration. The removal capacity was evaluated for 30 days, taking samples every week and
analyzing nutrient levels (phosphorus and nitrogen) as well as plumb levels by
spectrophotometry. The experiment had 15 experimental units for one control and four
treatments with different concentrations of nutrients and plumb. Treatment two had the highest
percentage of removal of plumb and phosphorus, with 66 and 75 percent respectively, about the
nitrogen, all treatments removed the nitrogen, leaving it in a concentration smaller than 0,5mg /

L. The highest percentage of clearance was between the first and second week.

Key words: microalgae, removal, immobilization, wastewaters.
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INTRODUCCION

La contaminacion de los rios es la problematica mas antigua de contaminacién ambiental,
causada por el incremento de las actividades industriales que generan aguas residuales y tienen
una gran repercusion cuando son vertidos a los ecosistemas acuaticos, debido mayormente a los
metales pesados y una alta carga de nutrientes que generan procesos de eutrofizacion y
posteriormente la pérdida del ecosistema.

La composicion compleja de los efluentes obliga a desarrollar tecnologias novedosas para su
tratamiento, como para mitigar la eutrofizacion que se da por enriquecimiento de nutrientes
(nitrégeno y fésforo) y la eliminacién de sustancias toxicas como los metales pesados, mediante
el uso de sistemas basados en membranas, los que han sido ampliamente estudiados debido a

que tienen ventajas muy positivas respecto a los méetodos tradicionales (Pellon et al., 2003).

A diferencia de los procesos fisicos y quimicos que resultan ser onerosos, el empleo de procesos
con biomasa surge como alternativa econémica y amigable con el ambiente. La biotecnologia
ambiental mediante la aplicacion de la biorremediacion algal permite el tratamiento de efluentes
contaminados, las investigaciones acerca de este tipo de tratamiento bioldgico han evidenciado

que resultan eficientes en la eliminacién o biotransformacién de los contaminantes.

Las algas como organismos fotosintetizadores, capturan contaminantes organicos, ademas
algunos minerales en bajas concentraciones, mediante el uso de algunas de sus rutas

metabdlicas. Asimismo, tienen la capacidad de concentrar y acumular grandes cantidades de los

Xiii



contaminantes en distintas estructuras citoplasmaticas, sin que esto llegue a ocasionarles algin

efecto toxico (Pellon et al., 2003).

La microalga Chlorella vulgaris tiene un gran potencial aplicado a la salud, alimentacién,
biocombustibles y biorremediacion (Santos, Gonzales y Martin, 2014). Una de las
caracteristicas mas resaltantes de esta microalga es su alta tasa y velocidad de crecimiento en
un periodo de tiempo corto, resultando una alternativa atractiva para la obtencion de biomasa,

nutrientes y de captacidn de iones metélicos de las aguas residuales (Infante et al., 2012).
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El objetivo de la presente investigacion es evaluar la capacidad depuradora de la microalga

Chlorella vulgaris en el tratamiento de aguas residuales domésticas vertidas al Rio Huaura.

Objetivos especificos

e Cultivar y obtener biomasa de la microalga Chlorella vulgaris.

¢ Inmovilizar la cepa de la microalga Chlorella vulgaris en esferas de alginato de sodio.

e Caracterizar fisicoquimicamente el agua residual de la ciudad de Huaura.

e Determinar la remocion de fésforo y nitrégeno en el agua residual proveniente del rio
Huaura luego del tratamiento por Chlorella vulgaris inmovilizada.

e Determinar la remocion de plomo en el agua residual proveniente del rio Huaura luego

del tratamiento por Chlorella vulgaris inmovilizada.
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1.1.

CAPITULO I: REVISION DE LITERATURA

ANTECEDENTES

En un estudio realizado por Alvarez y Gallardo (1989) se evalu6 la dinamica temporal
de las comunidades de algas y la competencia entre especies, para lo cual se utilizd agua
obtenida de un tratamiento biolégico secundario con lodos activos, donde se inocul6 un
cultivo mixto de Chlorella saccharophilay Scenedesmus acutus. Para estimar el nimero
de células, se hizo un recuento usando un microscopio invertido y se evaluaron los
parametros de clorofila-a mediante espectrofotometria a una longitud de onda de 560
nm. Mientras que, para la produccion primaria, se estimo el valor de la respiracion
empleando un electrodo de oxigeno, mientras que la biomasa algal se determino
mediante el peso seco. En el transcurso del experimento se identifico la especie
Oscillatoria amphibia, el autor sugiere que esta especie probablemente haya aparecido
a partir de estados estivales en el agua residual. Esta alga desplaz6 a C. saccaharophilia,
ya que tuvo mejor adaptacion a la luz y a los nutrientes. Todos los procesos
fisicoguimicos presentaron una respuesta 6ptima a una temperatura de 30 °C, mientras
que a 25 °C fue més lento. El fosforo y el CO2 como fuente de carbono controlaron el
crecimiento de las algas a las condiciones anteriormente mencionadas. La produccion

primaria presentd6 maximos en los minutos posteriores al encendido de la luz.

Los metales pesados son contaminantes toxicos para la salud de las personas, y estos
pueden encontrarse en forma ionica disueltos en el agua. Existen diversos tratamientos
para la remocion de estos iones, pero debido a su alto costo es dificil que las empresas
adopten estas tecnologias como sistemas de tratamiento para sus aguas residuales. En

una investigacion realizada por Sanchez, Garza, Almaguer, Saenz y Lifian (2008),



aplicando biotecnologia algal, realiz6 un estudio cinético de isotermas de adsorcion de
metales como el Ni (1) y Zn (II), en el que se utilizd la biomasa de Chlorella sp.,
inmovilizada en una matriz de alginato. Como punto de partida generd biomasa, para lo
cual se empled el medio de cultivo BG-11, se inocul6 5ml de cepa pura de Chlorella sp.,
y se mantuvo durante 20 dias con iluminacién constante. Al cabo de 20 dias se procedid
a inmovilizar la microalga, y para este proceso se mezclo el cultivo de Chlorella sp. y
alginato de calcio al tres por ciento en relacion 1:1; luego dicha mezcla se dejo caer en
una solucién de CaCl 0,1 M y se obtuvo biomasa de Chlorella sp. en forma de pellets,
paralelamente se preparo estandares de los metales Ni (11) y Zn (1) en intervalos de 10-
500 mg/l. El experimento presentd nueve unidades experimentales, cada unidad contd
con 10 ml de los estandares de Ni y Zn y 10 pellets de la biomasa inmovilizada. La
solucién se mantuvo en agitacion constante en intervalos de 0,5-120 min. Posteriormente
se filtraron y se analizaron con la técnica de espectroscopia de absorcién atdmica (AAS)
por triplicado. Para el caso de la desorcion se tomaron los pellets usados anteriormente
y se colocaron en una solucion de 10 ml de HCI 0,1 M y se mantuvo en agitacion
constante durante dos horas. Los datos obtenidos se ajustaron a los modelos matematicos
de Freundlich y Langmuir, pero las isotermas experimentales se adaptaron mejor al
modelo de Freundlich, donde la capacidad maxima de adsorcion para la biomasa fue de
66,16 mg/g para el Ni (11) y 126,9 mg/g para el Zn (1I).

En una investigacion realizada por Hernandez, Rodriguez, Lozano y Castilla (2010), se
evaluo la remocion de nutrientes: amonio (NH4*) y ortofosfato (PO4%) usando 3 cultivos
diferentes, Chlorella vulgaris, Spirulina subsalsa y un cultivo mixto integrado por
Chlorella sp., Scenedesmus sp. y Chlamydomonas sp. Estos cultivos estuvieron libres e
inmovilizados en dos soportes, uno de origen vegetal (lufa) y otro sintético (polietileno),
siendo la lufa el soporte mas eficiente en produccién de biomasa algal, asi como también
en la fijacion de las microalgas. En los tres cultivos se analizé la remocion de nutrientes
a bajas concentraciones (10 mgNH4/l y 5 mgPO4®) y altas concentraciones (25 mgNH4*/I
y 10 mgPO43/1). En cuanto al consumo de nutrientes, el cultivo libre de C. vulgaris a

baja concentracion, presentd la mayor capacidad de remocién con un 50 por ciento para



el nutriente NH4* y un 74 por ciento para PO4%; mientras que en alta concentracion se
obtuvo una mejor respuesta con el cultivo mixto con 68 por ciento para el nutriente NH4*
y 76 por ciento para el nutriente PO4. En los cultivos inmovilizados sobre lufa, el alga
C. vulgaris y el cultivo mixto presentaron el mayor consumo de nutrientes, siendo de 70
y 99,9 por ciento para NH4* y para PO4? del 72,1 y 89,9 por ciento, respectivamente.
Los autores concluyeron que el empleo de un soporte natural facilito la cosecha de la
biomasa algal y permitié que el tratamiento sea un sistema continuo, ademas se redujo
costos al optimizar el proceso. Por lo tanto, el sistema de biorremediaciéon de aguas

residuales a gran escala para esta investigacion resulto ser econdmico y eficiente.

Estudios recientes acerca la tolerancia a metales pesados en microalgas realizados por
Garcia, Rocha y Cobarrubiass (2011), demostraron que las microalgas de la familia
Bacillariophyceae (diatomeas) y Euglenoidea, soportan altas concentraciones de
compuestos metalicos. En esta investigacion se empled nuestras de DAM (Drenaje
Acido Minero) de Sonora, México. Se determind en el laboratorio Cu." soluble,
macronutrientes (Na*, K*, Mg,*, CI, Caz*, SOz, POs*, NOg’, nutrientes esenciales que
constituyen las células) y micronutrientes (cofactores involucrados en reacciones
enzimaticas durante el proceso de la fotosintesis). También se evalud los factores
fisicoquimicos de pH, potencial redox, temperatura e intensidad luminosa. Los
resultados mostraron una concentracion entre 200 y 900 mg/I de Cu, y un pH menor a 3.

Se encontraron otros nueve metales, entre ellos: As, Cd, Co, Pb, Fe y Si.

Las microalgas de las familias Bacillariophyceae (diatomeas) y Euglenoidea,
particularmente los géneros Pinnularia y Euglena expuestas a este medio resultaron
tener gran tolerancia al cobre, observandose un desarrollo éptimo de células en presencia

de alto contenido de cobre.



En un estudio realizado por Pizarro (2012), en el que se evalud la biorremediacion de los
nutrientes: nitrito, amonio y fosfato, generados de la actividad piscicola mediante el
empleo de la biomasa de la microalga Chlorella vulgaris. Se determind la eficiencia de
remocion de dichos nutrientes disueltos en un efluente producido por la crianza de jurel
(Seriola lalandi). La especie C. vulgaris fue analizada en condiciones experimentales en
interior (con luz artificial) y al aire libre (con luz natural). La microalga fue cultivada en
estaques de 50 litros de capacidad, se usaron concentraciones altas y bajas del efluente
como tratamientos, y el control experimental fue agua de mar filtrada y esterilizada.
Durante el proceso se midieron parametros fisicoquimicos de pH, temperatura e
intensidad de luz. El alga C. vulgaris registré una alta remocion del nutriente nitrito sobre
los otros nutrientes, alcanzando valores de 91,67 por ciento y 88,41 por ciento, en las
condiciones en interior y al aire libre, respectivamente. Por su parte, el nitrato fue
removido en un 57,47 por ciento y 29,31 por ciento para las condiciones en interior y al
aire libre. En cuanto al porcentaje de remocion de amonio los valores fueron de 42,22
por ciento para ambos tratamientos. Finalmente se registraron porcentajes de remocion
de 65,78 por ciento en condiciones en interior y un 75,78 por ciento al aire libre en
fosfato.

Castro y Villamizar (2012) evaluaron materiales co-inmovilizantes para el crecimiento
de la microalga Chlorella vulgatris UTEX 1803 en aguas residuales industriales
(vinaza). Estas aguas son el resultado de la destilacion de cafia de azUcar y su nivel de
pH se encuentra entre cuatro a cinco. Las vinazas cuando son vertidas a cuerpos de agua
causan eutrofizacion ya que tienen alto contenido de materia organica. El experimento
constd de tres fases, la primera donde se evalud tres tipos de materiales para co-
inmovilizar; luffa, poliuretano de 1cm de grosor y poliuretano de baja densidad de 1cm
de grosor. En esta fase se sometieron los soportes a la accion de la vinaza para ver su
durabilidad y su capacidad de recuperar biomasa, la luffa presenté un alto grado de
degradacidn al ser un material organico, y entre los poliuretanos, el de baja densidad
tuvo mejor durabilidad, demostrando ser reciclable. En la segunda fase se uso el

poliuretano de baja densidad con 1 cm, 2 cm y 4 cm de grosor, con la finalidad de probar



el grado de resistencia y la recuperacién de biomasa, para ello se sumergié en vinaza sin
diluir durante diez dias, una vez comprobada su durabilidad se procedio a la tercera fase,
que consistié en la inoculacion de la cepa en el soporte en contacto con la vinaza sin
diluir durante cinco dias, y tomando muestras de la biomasa cada 24 horas. Los
resultados para la extraccion de biomasa fueron de 18,67 g/I*d* (1cm); 21,67 g/I*d*
(2cm); 21,3494 g/I*d* (4cm). El estudio concluye que el polietileno de 2cm fue el que
tuvo mejor eficiencia, demostrando que la microalga Chlorella vulgaris puede

desarrollarse en ambientes acidos.

En cuanto a la remocién de nutrientes en aguas residuales, las algas estan siendo
ampliamente usadas. La dificultad que se encuentra en este proceso es la separacion de
la biomasa algal producida en el efluente. Medina, Gutzeit y Neis (2014) realizaron
estudios basados en la formacion de flocs bacterio-algal. En el experimento se usé agua
residual sintética en una camara sin aireacion, y factores como la temperatura se
mantuvieron constantes a 30 °C. Se emple6 20 tipos de especies de algas, donde la que
predominé fue Chlorella vulgaris. Los pardmetros analizados fueron principalmente
oxigeno, pH, temperatura, carbono organico disuelto, nitrégeno total y fésforo total. En
los resultados se logro la formacion del floc sedimentable, y la remocidn de materia
organica fue similar a métodos convencionales, pero con mejoras para la eliminacion de

nitrogeno y fosforo.

La remocion de metales pesados enre ellos el cadmio, ha sido determinada en una
investigacion realizada por Pifia (2014) quien realiz6 un experimento para evaluar la
capacidad de extraccion de diferentes concentraciones de cadmio (2,5; 5; 10 y 20 ppm
de Cd) usando la a microalga Chlamydomonas reinhardtii. Se emplearon matraces
Erlenmeyer de 250 ml conteniendo 50 ml de medio de cultivo conteniendo TAP (Tris-
Acetate-Phosphate), y se tomaron muestras cada 24 horas durante 8 dias. Se evaluo el
crecimiento de la microalga, concentracion de clorofila y la capacidad de remocion del

metal por este organismo. Las muestras se tomaron a los tiempos 0, 3, 6, 12, 24, 48, 72,



1.2.

96 y 120 horas. Los resultados obtenidos indicaron una notable eficiencia de remocién

para todas las concentraciones evaluadas. Se encontrd, un maximo de remocién a las 3

horas en las concentraciones mas bajas y a las 6 horas en las mas altas, con una eficiencia

de 50 a 70 por ciento.

BASES TEORICAS ESPECIALIZADAS

1.2.1. Microalgas

1.2.1.1.

1.2.1.2.

Caracteristicas generales

Bajo el término de microalga se incluyen aquellos microorganismos capaces de
llevar a cabo la fotosintesis. En esta categoria quedan agrupadas tanto las
cianobacterias (conocidas tradicionalmente como algas verdeazuladas) como las

algas, tradicionalmente algas verdes, rojas y doradas (Ruiz, 2011).

Las microalgas son generalmente organismos unicelulares y/o coloniales
fotoautotrofos, es decir, organismos que emplean los fotones provenientes de la
luz solar para fijar carbono inorganico en forma de carbono organico. Sin
embargo, algunas especies de microalgas son capaces de crecer empleando la

materia organica como fuente de carbono.

Metabolismo algal

En el metabolismo fotoautotréfico, la Unica fuente de energia para la produccién
de biomasa donde la energia luminosa y la Unica fuente de carbono son los
compuestos inorganicos. En contraste, en el metabolismo heterotréfico, las
células utilizan compuestos organicos como fuente de energia y carbono.

Mientras que en el metabolismo fotoheterotréfico la fuente de energia es la luz,
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que es necesaria para que las microalgas puedan utilizar los compuestos

organicos como fuente de carbono (Markou & Gergakakis, 2011).

Por ultimo, en el metabolismo mixotréfico la principal fuente de energia es la
luz, los compuestos organicos y el CO> son esenciales. El crecimiento
fotoautotréfico, fotoheterotréfico y mixotrofico se ven influidos por la intensidad
de la luz y por la concentracion de la fuente de carbono, mientras que el
crecimiento heterotrofico estd influenciado sélo por la concentracién de la
sustancia organica (Markou & Gergakakis, 2011). Por lo tanto, existen algas que
pueden desarrollarse bajo ausencia de luz, como por ejemplo la especie Chlorella

protothecoides.

La composiciéon de las microalgas (su contenido en lipidos, carbohidratos y
proteinas) es variable y puede ser manipulada mediante varios pardmetros
durante su proceso de cultivo, dependiendo ademas de la especie considerada. En
general, las cianobacterias tienen un contenido lipidico de hasta un 20 por ciento,
mientras que el contenido de lipidos de las algas procariotas oscila entre el 20 y

el 50 por ciento en peso seco.

Las microalgas son las plantas con mayor crecimiento de la tierra (100 veces méas
rapido que los arboles) y pueden crecer en distintos ambientes tanto de pH como
de temperatura.



1.2.2. Sistemas de Cultivo de Microalgas

1.2.2.1.

1.2.2.2.

Factores para el crecimiento de microalgas en cultivo

Los factores influyentes en el crecimiento de las microalgas son comunes, sin
embargo, cada especie y subespecie de microalga presenta sus caracteristicas
propias respecto a las condiciones Optimas de crecimiento, asi como
productividades maximas alcanzadas en diferentes configuraciones de sistemas
de cultivo. La productividad de las microalgas esta determinada, principalmente,
por el pH del medio, la salinidad, la disponibilidad y concentracion de nutrientes,
la intensidad y el tipo de luz, la densidad celular del cultivo, la temperatura y la
contaminacion o la depredacién por otros organismos. En promedio, las
microalgas doblan su biomasa en 24 horas. Sin embargo, en fase exponencial
algunas algas pueden doblar su biomasa en tiempos tan cortos como 3,5 horas
(Brenan, 2010).

Luz

La disponibilidad de luz es el principal factor limitante de los cultivos
fotoautdtrofos de microalgas. Los nutrientes inorganicos e incluso el CO2 pueden
ser incorporados al medio de cultivo en exceso, de forma que nunca Sean
limitantes al crecimiento. Por el contrario, la luz debe ser continuamente
suministrada al cultivo, ya que la energia radiante no se puede acumular (Molina,
1996).

Los organismos fotosintéticos sélo emplean la fraccidn del espectro de luz solar
que es fotosintéticamente activa, es decir entre 350 y 700 nm, lo que supone un
40 por ciento de la radiacion total del sol. La mayor parte de los ecosistemas
naturales vegetales presentan una eficiencia de conversion de energia luminica

en biomasa de alrededor del uno por ciento. Sin embargo, en el caso de las



1.2.2.3.

microalgas se han demostrado eficiencias de conversién luz-biomasa entre uno y
cuatro por ciento en sistemas abiertos como estanques y aln mayores en

fotobiorreactores cerrados (Stephens & Ross, 2010).

Nutrientes

En funcion de los nutrientes empleados, las microalgas se pueden clasificar en
autotrofas, heterétrofas, o mixotréficas. Es importante destacar que un déficit de
nutrientes provoca en las microalgas una acumulacién de lipidos siempre que
haya luz y CO disponibles (Rodolfi & Zittelli, 2009).

Las microalgas autétrofas pueden emplear como fuente de carbono el CO;
presente en la atmdsfera o en gases de escape, asi como los iones bicarbonato
(HCOs") mediante la enzima anhidrasa carbonica. Estas son capaces de tolerar
hasta unas 150.000 ppmv de CO: en aire de media, aunque hay especies de
microalgas como Chlorella, que han demostrado que toleran hasta 400.000

ppmv.

El nitr6geno es otro de los macronutrientes esenciales en el crecimiento de las
microalgas. El contenido en nitrégeno de la biomasa algal puede suponer desde
uno por ciento hasta mas del diez por ciento, en funcion de la disponibilidad y el
tipo de fuente de nitrogeno. Las microalgas pueden tomar nitrégeno del medio
generalmente en forma de urea, nitrato, nitrito, amonio, nitrégeno gas y 6xidos

de nitrogeno (NOXx).

El fosforo es tomado del medio en forma de ortofosfatos (P-PO42), cuya
concentracion en equilibrio con las formas protonadas depende del pH del medio.

Factores como un pH excesivamente alto o bajo, o la ausencia de iones como



1.2.2.4.

1.2.2.5.

potasio, sodio 0 magnesio, ralentizan la toma de fosfatos por parte de las

microalgas.

Las microalgas requieren, para su crecimiento, de otros macro y micronutrientes
Aparte del C, N y P, otros elementos son necesarios para el cultivo de microalgas,
tanto macronutrientes (S, K, Na, Fe, Mg y Ca) como micronutrientes o elementos
traza (B, Cu, Mn, Mo, Zn, V vy Se), tal como se observa en la composicion
elemental de las células microalgales. Muchos de dichos elementos traza son
relevantes en reacciones enzimaticas y en la biosintesis de compuestos necesarios

para el metabolismo (Richmond, 2004).

pH

El pH del medio influye tanto en la proporcién de las especies del equilibrio
quimico del COg, y por tanto, en la alcalinidad del medio, como en la forma
quimica en que se encuentran algunos nutrientes y micronutrientes necesarios.
Cada especie de microalga tiene un rango de pH en el cual su crecimiento es
optimo, dependiendo de que especies quimicas esté mas habituada a asimilar. El
pH en la mayoria de los cultivos de microalgas se encuentra entre siete y nueve,

con un optimo entre 8,2-8,7 (Garcia, 2014).

Oxigeno

El nivel de oxigeno disuelto es un pardmetro que debe ser controlado en el cultivo
de microalgas, ya que altas concentraciones de oxigeno disuelto pueden inhibir

la fijacion de carbono por parte del enzima RuBisCo. Esta inhibicion se ve

favorecida por un déficit de CO> y por la alta radiacion y temperatura.
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1.2.2.6. Agitacion

La agitacion facilita la eficiencia en el transporte, impidiendo la sedimentacion
de las algas y su adherencia a las paredes del reactor, homogeniza el pH y asegura

la distribucion de los gases y de la luz.

1.2.2.7. Temperatura

En el crecimiento de las microalgas, la temperatura es un factor por considerar,
puesto que influye en los coeficientes de velocidad de las reacciones biosintéticas
(Richmond, 1986). La relacion entre temperatura y velocidad de crecimiento
aumenta exponencialmente hasta alcanzar una temperatura Optima. A pesar de
tener una gran variedad de microalgas, muchas de ellas son capaces de
desarrollarse en un rango amplio de temperaturas, como la especie Chlorella que
puede crecer entre 5y 42°C, todas ellas presentan un rango fuera del cual se ven

inhibidas e incluso mueren.

1.2.3. Caracteristicas Generales de Chlorella vulgaris

1.2.3.1. Descripcion morfologica y taxondémica

El género Chlorella agrupa a las algas verdes unicelulares dentro del filo
Chlorophyta. Tiene forma esférica, midiendo de dos a diez um de diametro, y no
posee flagelo. La Chlorella contiene pigmentos verdes fotosintetizadores con la
clorofila-a y -b en su cloroplasto. A través de la fotosintesis se multiplica
rdpidamente, requiriendo sélo didxido de carbono, agua, luz solar y pequefias
cantidades de minerales (Delgadillo, 2014). En la Tabla 1 se presenta la

taxonomia de Chlorella vulgaris.
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Tabla 1

Taxonomia de Chlorella vulgaris

CARACTERISTICA DESCRIPCION

Reino protista (Primoplantae)
Divisién Chlorophyta

Clase Trebouxiophyceae

Orden Chlorellales

Familia Chlorellaceae

Género Chlorella

Especie Chlorella vulgaris Beyerinck

Fuente: (Algae Base, 2015)

1.2.3.2. Componentes celulares

a. Pared celular

La rigidez preserva la integridad de la célula y es basicamente una proteccion
contra los contaminantes y el medio ambiente. Durante su formacion temprana
es autoesporangia, la nueva membrana celular formada permanece fragil,
formando dos nandémetros (nm) de una capa fina unilaminar densa de
electrones. La pared celular de la célula hija aumenta gradualmente entre 17-21
nm después de la maduracion, donde una capa de microfibrilla se forma
representando una capa de quitosano compuesto de glucosamina, que es
responsable de su rigidez. En la fase madura, el espesor de la pared celular y la
composicion no son constantes porque pueden cambiar segun el crecimiento y
las condiciones ambientales. Ademas, algunos reportes explican que la rigidez
de la pared celular se enfoca en la presencia de una capa de polipropileno,
aunque generalmente se acepta que C. vulgaris tiene una pared celular
unilaminar que carece de esporopolenina, que es un carotenoide polimerizado
extremadamente resistente que se encuentra en la pared celular de

Haematococcus pluvialis y Chlorella fusca. Sin embargo, un estudio de
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realizado en la microalga C. vulgaris por Martinez, Ascaso & Orus (1991),
reportaron la presencia de esporopolenina observando una capa trilaminar

externa y detectaron residuos resistentes después de ser sometida a acetdlisis.

b. Citoplasma

Se trata de una substancia gelificada confinada dentro de la barrera de la
membrana celular y estd compuesto de agua, minerales y proteinas solubles. C.
vulgaris en su interior tiene organulos como mitocondria, un pequefio ndcleo,

vacuolas, cloroplastos y el aparato de Golgi (Solomon, Berg y Martin, 1999).

¢. Mitocondria

Cada mitocondria contiene algo de material genético, el aparato respiratorio y
una membrana de capa doble; el exterior de la membrana rodea todo el organulo
y esta compuesto de proteinas y fosfolipidos en igual cantidad. Sin embargo, en
el interior de la membrana estd compuesto de tres veces mas proteinas que
fosfolipidos, el cual rodea el espacio interno Illamado matriz, que contiene la

mayoria de proteinas mitocondriales (Solomon et al., 1999).

d. Cloroplasto

La microalga C. vulgaris tiene un solo cloroplasto con una membrana de doble
envoltura compuesta de fosfolipidos; el exterior de la membrana es permeable
para metabolitos y iones, pero el interior de la membrana tiene una funcion mas
especifica en el transporte de proteinas. Los granulos de almidon, compuestos
de amilasa y amilo pectina, pueden formarse dentro del cloroplasto,

especialmente en condiciones de crecimiento desfavorable.
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El pirenoide contiene altos niveles de ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa
oxigenasa (RuBisCO) y es el centro de fijacion del didéxido de carbono. El
cloroplasto también almacena un grupo de tilacoides fusionados donde la
clorofila del pigmento dominante se sintetiza enmascarando el color de otros
pigmentos como la luteina. Durante el estrés del nitrogeno, los glébulos
lipidicos se acumulan principalmente en el citoplasma y el cloroplasto (Van den
Hoek, Mann y Jahns, 1995).

(‘Jhloroplast envelope

Chloroplast
Mitochondrion Chlorophyll & Carotenoid

Cell wall

Starch
JGolgi body
Pyrenoid
Thylakoids
Vacuole

Figura 1. Esquema de la ultraestructura de C. vulgaris mostrando sus diferentes

organulos.

Fuente: Renewable and Sustainable Energy Reviews, 2014.

1.2.3.3. Reproduccion

La microalga C. vulgaris es una célula de reproduccidon no mavil (autoesporas)
que se reproduce asexualmente y rapida. Asi, dentro de 24h, una célula de
Chlorella vulgaris crecida en condiciones Optimas se multiplica por auto

esporulacion, la cual es la reproduccién mas comun en algas.
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De esta manera, cuatro células hijas son formadas dentro de la pared celular de
la célula madre (ver Figura 2). Después de la maduracion de estas recién
formadas células, la madre rompe la pared celular, permitiendo asi la liberacion
de las células hijas, el resto de la célula madre serd consumido como alimento

por las nuevas células hijas (Yamamoto et al., 2004).

b c d e f g

Figura 2. La imagen muestra las diferentes fases de la formacion de las células

hijas en Chlorella vulgaris: (a) fase de crecimiento temprano de la célula (b) fase
de crecimiento tardio de la célula (c) fase de division del cloroplasto (d) fase de
division del protoplasto temprano (e) fase tardia de la division del protoplasto (f)

fase de la maduracion de células hijas y (g) fase de incubacion.

Fuente: Renewable and Sustainable Energy Reviews, 2014.

1.2.3.4. Composicion primaria

a. Proteinas

Las proteinas son de importancia central en la quimica y composicion de la
microalga. Estan involucradas en roles principales como el crecimiento,
mensajeros quimicos, regulador de la actividad celular y defensa contra

invasores externos (Solomon et al., 1999).

El total de proteinas contenidas en la madurez de C. vulgaris representa entre
42 a 58 por ciento de la biomasa seca, varia de acuerdo a las condiciones de
crecimiento. Las proteinas tienen multiples roles, alrededor del 20 por ciento de

las proteinas totales estan ligadas a la pared celular, mas del 50 por ciento estan
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en el interior y 30 por ciento migran afuera y adentro de la célula (Morris,
Almarales, Carrillo & Bermudez, 2008).

Su peso molecular revelado por SDS-PAGE (electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecilsulfato) comprende entre 12 y 120 kDa, con una
mayoridad entre 39 y 75 kDa después de un crecimiento bajo condiciones
autotréficas o heterotréficas. Sin embargo, el pico mas alto se observd en

células crecidas en condiciones autotroficas.

La calidad nutricional de la proteina es determinada por su perfil de
aminodcidos, y como en la mayoria de las microalgas, el perfil de C. vulgaris
compara favorablemente e incluso mejor al perfil estdndar para la nutricion
humana propuesta por la OMS y la FAO, porque las células de Chlorella
vulgaris sintetizan aminodcidos esenciales y no esenciales. Ademas,
independientemente del procedimiento de extraccion, las proteinas de C.
vulgaris muestran una excelente capacidad emulsionante que es comparable e
incluso mejor que ingredientes comerciales. Los resultados muestran que la
capacidad emulsionante de las proteinas de C. vulgaris extraidas a un pH=7
fueron 3090 £50 ml aceite/g de proteina con una estabilidad de 70 + 1,0 por
ciento. Por lo tanto, las proteinas de C. vulgaris abren la puerta para una
valorizacion adicional de esta microalga en el mercado, especialmente en el

sector alimenticio.

La extraccion de proteinas es técnicamente la misma para todas las microalgas
y se realiza principalmente por solubilizacion de proteinas en soluciones
alcalinas. La purificacion puede seguirse precipitando las proteinas solubilizada
con acido tricloroacético (25 por ciento TCA) o &cido clorhidrico (0,1 N HCI)
(Chronakis, Galatanu, Nylander & Lindman, 2000).
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b. Lipidos

Los lipidos son un grupo heterogéneo de compuestos que no estan definidos por
su estructura sino mas bien por el hecho que son solubles en solventes no
polares y relativamente insolubles en agua (Bajguz, 2000). En condiciones de
crecimiento optimo C. vulgaris puede alcanzar 5 a 40 por ciento de lipidos por
peso de biomasa seca, y estan principalmente compuestas por glicolipidos,
ceras, hidrocarburos, fosfolipidos, y en pequefias cantidades acidos grasos
libres. Estos compuestos son sintetizados por el cloroplasto y también
localizados en la pared celular y en las membranas de los organulos
(membranas del cloroplasto y mitocondria). Sin embargo, en condiciones
desfavorables de crecimiento, el contenido de lipidos (principalmente
compuesto por triacigliceroles) puede alcanzar el 58 por ciento (Mata, Martins,
& Caetano, 2010). A diferencia de otros lipidos, los triacigliceroles no juegan
un papel estructural, sino que se acumulan como gotitas en el citoplasma 'y en

el espacio inter-tilacoides del cloroplasto.

Liu & Zhou (2008) optimizaron un método que detecta la acumulacion de
gotitas de lipidos dentro de la célula de C. vulgaris después de cada fase de
crecimiento. ElI método se basa en la tincion de la célula con el colorante rojo
de nilo, donde se observa la acumulacién de lipidos con un microscopio
fluorescente que emite luz azul y revela las gotitas de lipidos, especialmente
lipidos neutrales. Esta técnica mostrd una correlacion entre la cantidad de
lipidos acumulados y la intensidad fluorescente. Sin embargo, de acuerdo a
Chen, Sommerfeld y Hu (2011) sin una ruptura celular, este método podria ser
inefectivo debido a la presencia de una gruesa pared celular de algunas
microalgas que pueden prevenir el completo acceso de reactivos dentro de la
célula. Asi, la ruptura celular es necesaria para prevenir errores en la

mensuracion y cuantificacion.
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c. Carbohidratos

Los carbohidratos representan un grupo reducido de azucares y polisacaridos
como almidén y celulosa. El almidén es el polisacarido méas abundante en C.

vulgaris.

Los carbohidratos complejos se encuentran localizados en el cloroplasto y estan
compuestos de amilasa y amilo pectina, junto con otros azucares sirven como
almacén de energia para las células. La celulosa es un polisacarido estructural
de alta resistencia, el cual se encuentra en la pared celular como una barrera
fibrosa de proteccion. Ademés, uno de los mas importantes polisacéridos
presentes en C. vulgaris es el B1-3glucano, el cual tiene multiples beneficios

nutricionales y en la salud (Lordn et al., 2011).

Tabla 2

Composicion de azlcares simples de la pared celular
Azucares neutrales Porcentaje (%)
Ramnosa 45-54
Arabinosa 2-9
Xilosa 7-19
Manosa 2-7
Galactosa 14-26
Glucosa 1-4

Fuente: Renewable and Sustainable Energy Reviews, 2014

d. Pigmentos

El pigmento mas abundante en C. vulgaris es la clorofila, la cual puede alcanzar
entre uno a dos por ciento de peso seco y esta situado en los tilacoides. La

microalga C. vulgaris también contiene cantidades enormes de carotenoides
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(Tabla 3) del tipo b-caroteno por ejemplo esta asociado con las gotitas de lipidos
en los cloroplastos, y los carotenoides primarios estan asociados con la clorofila
en los tilacoides donde capturan la energia luminica y la transfieren dentro de
la fotosintesis. Sin embargo, como en plantas terrestres, algunos pigmentos
actian como fotoreceptores para proteger las moléculas de clorofila de la
degradacion y el blanqueamiento durante exposiciones fuertes de radiacion y
oxigeno (Solomon et al., 1999). Estos pigmentos tienen multiples propiedades
terapéuticas, como actividad antioxidante, efecto protector contra la
degeneracion de retina, regulador de colesterol en la sangre, prevencion de
enfermedades crdnicas (cancer de colon y cardiovascular) y fortifica el sistema
inmunoldgico. La feofitina es bioquimicamente similar a la clorofila, pero
carece del ion Mg™™; pueden formarse después de la degradacion de la clorofila
durante el crecimiento de la célula microalgal o durante duras condiciones de
extraccion. Ademas, estos pigmentos son lipofilicos y su extraccion y su
extraccion es generalmente asociada con extraccion de lipidos. Muchos
estudios trabajaron en la optimizacion del proceso de extraccion de pigmentos
usando solventes (dimetilformamida, diclorometano, acetona, hexano, y
etanol), soxhlet, extraccion asistida con ultrasonido, y extraccién de liquido
presurizado (PLE), que mostro una extraccion simultanea Util de carotenoides
y clorofila, y también y también minimizé la formacion de feofinita en altas
temperaturas (>110 °C). Ademas, la extraccion con SC-CO; (dioxido de
carbono supercritico) fue llevada a cabo para mejorar la recuperacion de
carotenoides, y las mejores condiciones fueron 35 MPa y 40 a 45°C en células
trituradas, y bajo estas condiciones el extracto fue dorado y limpido a diferencia
de los solventes de extraccion; asi que usando el SC-COy, se pudo lograr la mas
alta selectividad. Esta hipétesis fue confirmada por Kitada et al. (2009), usando
diferentes condiciones 6ptimas (50MPa y 80°C) porque el estudio fue llevado
en células enteras; asi que las condiciones mas fuertes eran requeridas. Ademas,
un co-solvente como el etanol al 5 por ciento ha sido afiadido como un
aumentador de presion para incrementar el rendimiento de extraccion. Andlisis

y cuantificacion son llevados por cromatografia liquida de alto rendimiento
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(HPLC) y espectrofotometria usando ecuaciones especificas o por el trazado de

la curva de calibracion para cada pigmento

Tabla 3

Pigmentos potenciales contenidos en C. vulgaris

Pigmentos ug gt (dw)
B-caroteno 7-12000
Astaxantina 550000
Cantaxantina 362000
Luteina 52-3830
Clorofila-a 250-9630
Clorofila-b 72-570
Feofitina-a 2310-5640

Fuente: Renewable and Sustainable Energy Reviews, 2014

e. Minerales y vitaminas

Los minerales son determinados después de la incineracién de la biomasa y se
analiza por espectrofotometria de absorcién atdmica (Tabla 4). Juegan un papel
muy importante. Por ejemplo, el cation de potasio es importante para la
nutricion humana; esta asociado con el balance del fluido celular, metabolismo
de carbohidratos, sintesis de proteina y pulsos nerviosos. Ademas, es usado
como fertilizante en la agricultura en forma de cloruro de potasio (KCl), sulfato
(K2SO4) o nitrato (KNOz). EI magnesio es importante para mantener la
normalidad y constancia en la actividad nerviosa y la contraccion muscular; por
lo tanto, la deficiencia de magnesio en el organismo humano puede dirigir a la
depresién y sintomas de comportamiento suicida. EI zinc es un componente
esencial de las enzimas, el cual participa en muchos procesos metabdlicos
incluyendo la sintesis de carbohidratos, lipidos, proteinas y también es un
cofactor de la enzima superoxido dismutasa, que estd involucrada en la

proteccion contra el proceso oxidativo.
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Las vitaminas que son clasificadas como solubles en agua (C y B) y solubles en
grasas (A, D, E y K) C. vulgaris tiene un perfil importante de vitaminas (Tabla
5) que son elementos clave para el crecimiento y diferenciacion celular en el
cuerpo humano (vitamina A), y tiene actividad antioxidante que actia como
eliminador de radicales junto con la mejora de la circulacion sanguinea y el
control de las funciones musculares (vitamina E y C). El complejo de vitamina
B ocupa el mayor nimero en organismos Vivos, Yy es un factor importante para
la actividad de las enzimas en el metabolismo, promueve el crecimiento de
globulos rojos, reduce el riesgo de cancer al pancreas, y mejora la salud de la
piel, cabello y musculos. El perfil de vitaminas es sensible en condiciones de
crecimiento; asi la mejor concentracion fue lograda después de 24h de
crecimiento autotréfico con 10 por ciento de CO», pero durante las condiciones
heterotroficas el contenido de vitaminas fue mas alto que el autotrofico debido
a la presencia de glucosa en el medio y uso como fuente de carbono para la
produccion de compuestos organicos. Otra posible explicacion para el alto
contenido de vitaminas podria ser las alteraciones en la ultraestructura del
aparato fotosintético el cual estd ligado con cambios en los componentes

celulares.
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Tabla 4

Perfil de minerales de C. vulgaris

Minerales 9/100g

Microelementos

Na 1,35
K 2,15
Ca 0,27
Mg 0,44
p 0,96
Macroelementos

Cr tr
Cu 0,19
Zn 0,55
Mn 0,4
Se tr

| 0,13
Fe 0,68

Fuente: Renewable and Sustainable Energy Reviews, 2014

Tabla 5

Perfil de vitaminas en C. vulgaris

Vitaminas mg/100g
B1 (tiamina) 15
B2 (Riboflavina) 4,8
B3 (Niacina) 23,8
B5 (Acido pantoteico) 1,3
B6 (Piridoxina) 1,7
B7 (Biotina) 1961,6
B9 (Acido félico) 26,9
B12 (Cobalamina) 125,9
C (Acido ascorbico) 15,6
E (Tocoferol) 20
A (Retinol) 13,2

Fuente: Renewable and Sustainable Energy Reviews, 2014
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1.2.4. Detoxificacién de Metales Pesados Expresados a Través de la Metalotioneina

Entre los mecanismos que mejor han destacado los protistas, plantas algas y hongos
es el proceso de detoxificacion por metales tdxicos, esto a través de la captura de
metales por medio del glutation reducido (GHS) y la sintesis de metalotioneinas de
clase Il (Mtll) mediante la fitoquelatina sintasa (PCS), siendo el Cadmio el mayor
inductor de este sistema pero también por Ag, Pb, Cu, Hg, Au y Zn. Se han
encontrado estas Mt (111) en varias especies de microalgas. Estas proteinas se pueden
unir a diversos metales en el citosol, segun el organismo, los complejos Mt (I11)-
metal y GHS-metal son transportados de forma activa dentro de la vacuola. Las
metalotioneinas también funcionan como apoenzimas con la consecuente activacion
con cofactores de iones metalicos que intervienen en la detoxificacion de metales

toxicos como se ve en la Figura 3.

Los complejos de Mt (111) segun la inclusion de iones sulfuro pueden ser: (1) la forma
de bajo peso molecular (LMW) que se caracteriza porque el metal tiene preferencia
por su unién con grupos tiol (-SH) y (1) el complejo de alto peso molecular (HMW)
donde los iones de sulfuro inorganico (S%), estan incorporados para formar
nanoparticulas que se conoce cominmente como biomineralizacion (Cortés,

Sanchez y Bartolome, 2017).
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Figura 3. Mecanismo general de detoxificacion de metales mediado por
metalotioneinas de clase 111 (Mt (111)) en microalgas. Complejo metalico en solucién
(MeL), ion metélico libre (Men+), ligando biotico extracelular (X), acido glutamico
(E), cisteina (C), glicina (G), Glutation sintetasa (GS), gamma glutamilcisteina
(YEC), Glutation (YECG), Metalotioneina n=2 (y[EC]2 G), Complejos de Bajo Peso
Molecular (CBPM), Complejos de Alto Peso Molecular (CAPM), fitoquelatina

sintasa (PQS), gamma glutamilcisteina sintetasa (YECS).
Fuente: Cortés et al., 2017.

Alginato

El alginato es un polisacarido que se extrae de las algas pardas, conocidas como
algas marrones. El alginato es una macromolécula formada por la unioén de dos
monosacaridos, ambos con un grupo acido, el acido glucuronico y el acido
manuraénico, de tipo orgénico. Estos son derivados del acido alginico. La sintesis de
alginato se da a partir de la fructuosa (Perengues & Valdez, 2017).
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1.2.6.

El intercambio i6nico se da cuando un ion de la disolucion se intercambia por otro
ion de igual signo que se encuentra unido a una particula solida inmovil. En el caso
del alginato, al entrecruzarse las cadenas del polimero con el cloruro de calcio esta
ocurriendo una reaccion de intercambio ionico, donde el sodio es reemplazado por
el calcio, dando al gel su consistencia sélida. Dado que la reaccion se supone
reversible, es posible en principio reemplazar el calcio por otros iones. Por ejemplo,
si las particulas de alginato se dejan en una solucion gue contenga iones de aluminio
A", el aluminio puede intercambiarse con el calcio, por su mayor valencia, el gel
de alginato de aluminio tiene mayor dureza que el alginato de calcio (Gonzales,
2009).

Inmovilizacion

El término inmovilizacion de células se refiere a células fisicamente confinadas en
una region definida en el espacio, reteniendo sus propiedades. Asimismo,
dependiendo del tipo de inmovilizacion las células pueden ser inmovilizadas de
forma permanente o temporal para ser utilizadas repetida y continuamente en
distintos procesos quimicos. La inmovilizacion es una técnica capaz de reutilizar o
dar uso continuo de biocatalizadores y células. Por lo tanto, la sencillez y el bajo
costo de los métodos de inmovilizacion juegan un papel importante en la seleccion
de protocolos de inmovilizacion. Es por ello que por medio de la inmovilizacion es
posible no solo controlar la ubicacion de las células sino también modificar sus

propiedades selectivamente (Fajardo, Osuna, Villa, Minakata y Ibarra, 2011).

Para inmovilizar algas, hay que tener en cuenta un aspecto muy importante, el
soporte inmovilizador permita el paso de luz para que las células capten
eficientemente la energia necesaria para su proceso fotosintético. Existen dos tipos

de inmovilizacion: Pasivos, basados en la capacidad que tienen ciertas algas de
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1.2.7.

adherirse a superficies como esponjas, estropajos entre otros, el segundo tipo de
inmovilizacion es el activo, este a su vez puede ser: por floculacion, fijacion quimica
y atrapamiento con geles. En el primer caso, las algas se tratan con quitosano (un
polimero natural derivado de la quitina) a fin de precipitar las células. Este método
tiene el inconveniente de ser muy poco estable, de manera que la inmovilizacion es
temporal. En el segundo caso, la fijacion quimica, se utiliza glutaraldehido o resinas,
pero existe la desventaja entre la interaccion quimica de las células causando dafios
en su superficie y por lo tanto reduciendo drasticamente su viabilidad (Moreno,
2008).

Aguas Residuales Domesticas

Son aquellas aguas cuyas caracteristicas originales han sido modificadas por
actividades humanas y que por su calidad requieren un tratamiento previo, antes de
ser reusadas, vertidas a un cuerpo natural de agua o descargadas al sistema de

alcantarillado.

1.2.7.1. Clasificacion

a. Aguas residuales domésticas
Son aquellas de origen residencial y comercial que contienen desechos
fisiologicos, entre otros, provenientes de la actividad humana, y deben ser
dispuestas adecuadamente.

b. Aguas residuales industriales
Son aquellas que resultan del desarrollo de un proceso productivo, incluyéndose

a las provenientes de la actividad minera, agricola, energética, agroindustrial,

entre otras.
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c. Aguas residuales municipales

Son aquellas aguas residuales domésticas que pueden estar mezcladas con
aguas de drenaje pluvial o con aguas residuales de origen industrial previamente

tratadas, para ser admitidas en los sistemas de alcantarillado de tipo combinado.

1.2.8. Cuenca del Rio Huaura

Limita por el norte con las cuencas de los rios Supe y Pativilca, por el sur con la
cuenca del rio Chancay, por el este con las cuencas de los rios Marafion, Huallaga y
Mantaro y por el oeste con el Océano Pacifico. Comprende 33 735 hectareas de
tierras cultivadas, y abarca todos los pisos ecoldgicos de 0 msnm (costa del Pacifico)
hasta los 5 200 m.s.n.m. (planicies andinas). Su area de cuenca es de 5700 kmz.

Véase en Apéndice 14.

El rio Huaura tiene una longitud de aproximadamente 158,3 km, presentando una
pendiente promedio de tres por ciento, y la capacidad méaxima de captacion del valle
se estima en 40,68 m%/s, el caudal medio mensual del rio Huaura es de 25,3 m%/s,
mientras que para el rio Chico de 1,8 m®s (afluente mas importante de las 15
existentes) (Autoridad Nacional del Agua [ANA], 2011).
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2.1.

CAPITULO II: MATERIALES Y METODOS

DISENO DE LA INVESTIGACION

2.1.1. Area de Estudio

Las cuatro muestras de agua para los ensayos de la presente investigacion fueron
colectadas cerca a la desembocadura del rio Huaura, con las coordenadas UTM-
WGS84 216130E 8774569N, como se muestra en la Figura 4. Este punto se
encuentra en la provincia de Huaura, distrito de Huaura, y es donde se concentra la

mayor cantidad de poblacion de ese distrito.

Se realizd la colecta en ese punto por presentar tubos desaguadores que vierten aguas
residuales domésticas de la ciudad sin un previo tratamiento, el punto se encuentra
en la parte baja de la cuenca, a unos tres kilometros de la desembocadura en el

Pacifico.

Aguas abajo del punto de muestreo, en la zona de Carquin Chico las personas usan
el agua del rio para lavar y regar vegetales, asi como para dar de beber sus animales

de crianza doméstica.
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. Google Earth
Figura 4. Ubicacion de la toma de muestra en el rio Huaura a la altura del puente

Huaura.
Fuente: Google Earth, 2016.

2.1.2. Descripcion del Experimento
2.1.2.1. Cultivo y obtencion de biomasa de Chlorella vulgaris

A partir de una cepa de Chlorella vulgaris donada por el laboratorio de
microbiologia de la Universidad Ricardo Palma. Antes de realizar la siembra de
la cepa se desinfectd el ambiente para evitar que otros microorganismos estén
presentes, posteriormente se procedié a masificar mediante cultivo batch y se
emple6 como medio de cultivo la solucién hidropénica La Molina® siguiendo la
proporcion de 2,5 ml/l de solucion A y 1 ml/l de solucion B disuelta en agua
destilada usando matraces debidamente esterilizados. El proceso de obtencion de

biomasa se muestra en la Figura 5.
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Posteriormente se tomaron alicuotas de 1 ml de cultivo para realizar un conteo
celular mediante la camara de Neubauer, hasta obtener la concentracion celular
de 1,4x107 células/ml, siendo esta concentracion la mas usada en
investigaciones similares. Asi mismo, con los datos obtenidos se realizé la
curva de crecimiento para estimar la tasa de crecimiento exponencial a la que

alcanza dicha concentracion celular.

Figura 5. A: Inoculacion de la cepa de la microalga Chlorella vulgaris al medio

con solucién hidropdnica. B: Cepa ya inoculada en los frascos Erlenmeyer.

2.1.2.2. Cinética de crecimiento de la microalga Chlorella vulgaris

El crecimiento poblacional de la microalga C. vulgaris se estimé mediante el
conteo de las células cada 24h y durante quince dias. Se determind la cinética de
crecimiento de la microalga colocando una alicuota de cultivo en la cdmara de
conteo de Neubauer como se observa en la Figura 6. Con los datos obtenidos se
realizé una curva de crecimiento y se determiné los parametros cinéticos: tasa
méaxima de crecimiento durante la fase exponencial, tiempo de aplicacién y

capacidad de carga (Sanchez, 2014).
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Tasa de crecimiento continuo: para la estimacion de la tasa de crecimiento se usé

la siguiente formula:

InNt=a + bt

Donde:

a=1InNo

b=r

Que es el equivalente a la siguiente ecuacion:
Nt= Noet

Donde:

Nt = Poblacion final

No = Poblacion inicial

e = Constante neperiano

K = Tasa de crecimiento exponencial
T = Tiempo

Tiempo de duplicacién (T)

T= Ln(2)

T

Donde r: tasa de crecimiento exponencial.
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Ecuacién logistica:

(g

Donde:
Nt = Poblacién en el tiempo t

umax = Tasa méxima de crecimiento

K = Capacidad de carga del cultivo.

Figura 6. A: Cuadrantes de la camara de Neubauer con células de C. vulgaris al

inicio del experimento con una concentracion de 1,5x10°. B: Cuadrantes de la
camara de Neubauer con células de C. vulgaris al dia 15 con una concentracion

de 1,4x107 células /ml.
2.1.2.3. Construccion de los fotobiorreactores
Para la construccidn de los soportes de los fotobiorreactores se usaron fracciones

de tubos de policloruro de vinilo (PVC) de cuatro pulgadas, tal como se observa

en la Figura 7. Los fotobiorreactores fueron construidos a partir de mangas de
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polipropileno de alta densidad de cuatro micras de espesor debidamente selladas

al calor.

Como fuente de luz se utilizé luces led de 72 W, como se observa en la Figura 7.
Las luces se ubicaron en el centro del fotobiorreactor con una cubierta especial
que evitd su contacto con el agua, y se incorporé un flujo de aire continuo
generado por un aireador tipo blower para calcular la cantidad de aire
suministrado, se realiz6 un experimento, el cual consistio en medir el
desplazamiento del agua en cada una de las salidas de aire de las bombas, para
ello se us6 una probeta de 500 ml y un recipiente de 4 L, tanto la probeta como
el recipiente se llenaron con agua, posteriormente la probeta fue invertida y se
colocd dentro del recipiente, después se instald una conexién de la manguerita a
la bomba y se encendi6 para determinar la cantidad de aire desplazada de la
probeta, y asi obtener el flujo de aire que ingresaba a cada fotobiorreactor por
unidad de tiempo en ml/min, posteriormente se hizo la conversion a L/h
(Sanchez, 2014).

TUBO PVC
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ALIMENTADORES
DE ENERGIA

e

LUZ LED a

“ BOMBA DE
\. MAGLERA AIRE

/ DE AIRE
]

¥

Figura 7. Componentes del fotobiorreactor. Estructura esta formada por PVC, en
su interior se encuentran luces led con la manguera conectada a una bomba de
gue suministra aire continuamente.

Fuente: Elaboracion propia.
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2.1.2.4.

Figura 8. Fotobiorreactor trabajando fase de prueba en la depuracién de aguas

residuales.

Toma de muestras de aguas residuales del rio Huaura

Las cuatro muestras fueron tomadas del efluente de aguas residuales provenientes
de la ciudad de Huaura, cuyas coordenadas son UTM-WGS84 216130E
8774569N; al llegar al punto de muestreo se procedié a realizar las siguientes
acciones siguiendo el protocolo nacional de monitoreo de la calidad en cuerpos

naturales de agua superficial (ANA, 2011).

Se tomo en cuenta las caracteristicas del entorno al cuerpo de agua superficial,
donde se observé la presencia de residuos, vegetacioén acuética, actividades
humanas entre otros factores que podrian modificar las caracteristicas naturales
del medio ambiente. Posteriormente se tomé lectura de las coordenadas de

ubicacion del punto de monitoreo.
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2.1.2.5.

Para el acondicionamiento se prepararon los recipientes a utilizar en la toma de

muestra, teniendo en cuenta los parametros a evaluar.

Los equipos fueron calibrados antes del inicio del trabajo de campo.
Posteriormente, se realiz6 la medicion enjuagando los electrodos con la muestra
del efluente, estando el equipo apagado. Luego se realiz6 la medicion agitando
ligeramente el electrodo, dejando que se estabilice para realizar la lectura de la

medicion.

Concluida la medicion de los pardmetros en campo, se realizé el lavado de los
electrodos con agua destilada, paso seguido se secd y se guardé adecuadamente.
Los recipientes usados para trasladar muestras del efluente no contenian
preservantes. Luego de la toma de muestras se procedio al etiquetar y pasar las
muestras a una caja térmica (cooler) a 4 °C para su posterior analisis en

laboratorio.

Posteriormente las muestras colectadas fueron filtradas 2 veces con papel filtro
(Rundfilter 125 mm) para asegurar la completa remocion de particulas en
suspension, esterilizados en autoclave en matraces Erlenmeyer de 300 ml para
evitar el crecimiento de algun microorganismo presente y luego guardados a 4

°C hasta su uso.

Caracterizacion del agua residual del rio Huaura

La caracterizacién del agua residual del rio Huaura se realizé en dos fases, en el

sitio de la colecta y en el laboratorio de la Facultad de Ingenieria Agraria de la
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Universidad Catolica Sedes Sapientiae-sede Huacho. Se determinaron los valores
de los pardmetros in situ: pH, conductividad y temperatura, para dicho
procedimiento se empledé como instrumento de medicion un multipardmetro
YSI® 556 MPS. En el laboratorio se realizd la medicion de los valores de los
parametros ex situ: nitrégeno total, fosforo total, plomo (1) con el uso del
fotometro pHotoFleX STD ®.

2.1.2.6. Medicion de pH in situ del agua del rio Huaura

Para la medicién del pH se us6 el potenciometro de campo marca Hanna pHep 4
(H198127) Waterproof debidamente calibrado, tal como se observa en la Figura
9.

Figura 9. Medida del pH del agua residual recolectada del Rio Huaura.
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2.1.2.7.

2.1.2.8.

2.1.2.9.

Medicion in situ de la conductividad y temperatura del agua del rio Huaura

Para la medicion de la conductividad y temperatura se usé un multipardmetro
YSI 556 MPS debidamente calibrado.

Preparacion de los efluentes

Las muestras colectadas del efluente proveniente del desaguadero en el rio
Huaura, fue filtrado dos veces con papel filtro (Rundfilter® 125 mm) para

asegurar la completa remocion de particulas en suspension.

Posteriormente las muestras fueron esterilizadas en una autoclave (temperatura
de 121°C, 15 psi de presion, y durante 15 minutos) y contenidos en matraces
Erlenmeyer de 300 ml, esto para evitar el crecimiento de algin microorganismo
presente y luego guardados a una temperatura de cuatro grados centigrados para

su posterior uso.

Inmovilizacion de las células de Chlorella vulgaris en alginato de sodio

Para la inmovilizacion se mezclé 100 mililitros (ml) de agua destilada en un
beaker con cuatro gramos de alginato de sodio, como se muestra en la Figura 10.
Posteriormente se calent6 cuidadosamente la mezcla con la finalidad de disolver
uniformemente el alginato hasta que perdi la apariencia grumosa, luego se dejé

enfriar a temperatura ambiente.
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100mL agua destilada
4¢ de Alginato

_® g

Figura 10. Homogenizacion de la mezcla de alginato de sodio en presencia de

calor.

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 11. A: Preparacion del alginato de sodio al cuatro por ciento. B:

Incorporacion de biomasa de C. vulgaris en una concentracion de 1,4x107 al
alginato de sodio en estado liquido.
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Una vez que el alginato de sodio al cuatro por ciento se encontr6 a temperatura
ambiente, se procedio6 a afadir 45 ml de un cultivo de la microalga C. vulgaris,
en una concentracion de 1x107 células/ml. Posteriormente esta mezcla se cargd
en jeringas de una capacidad de 20 ml y se dejo6 caer gota a gota en una solucion
de cloruro de calcio (Cl.Ca) 0,1 M, con la finalidad de obtener esferas como se

muestra en la Figura 12.

Figura 12. Procedimiento para la obtencion de células de C. vulgaris

inmovilizadas en esferas de alginato de sodio.

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 13. Microalgas inmovilizadas en esferas de alginato post enjuague con
agua destilada para quitar trazas de cloruro de calcio.
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2.1.2.10.Medicion de Nitrégeno, fosforo y plomo

Cada semana se tomo una alicuota de 20 ml de los tratamientos, y se midio la
concentracion de NT, PO,3y Pb, durante todo el periodo de experimentacion. La
medicion de estos pardmetros se realizé con la ayuda de un fotometro WTW
pHotoFlex ® y los resultaos fueron expresados en mg/l. Con estos datos, se
calculo el porcentaje de remocion segun Aslan y Kapdan (2006). En el anexo 3

se detallan las férmulas utilizadas para calcular dichos parametros.

Figura 14. Fotometro pHotoFlex WTW ®. Se muestran los resultados de

parametros de la muestra de agua tomados del Rio. Resultado de Pb (plomo),
A.2 resultado de N (Nitrogeno), A.3: resultado de P (Fosforo).
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2.1.3. Tratamientos

Los tratamientos empleados se detallan en la Tabla 6.

Tabla 6

Tratamientos experimentales. EA= 75 gramos de microalgas inmovilizadas en alginato

de sodio
Tratamiento EA + Dosis
Tl EA+100% AGUA RESIDUAL
T2 EA+50% AGUA RESIDUAL/50% AGUA DESIONIZADA
T3 EA+25% AGUA RESIDUAL/75% AGUA DESIONIZADA
T4 EA+12,5% AGUA RESIDUAL/87,5% AGUA

DESIONIZADA

CONTROL EA+100% AGUA DESIONIZADA

Fuente: Elaboracion propia

Los tratamientos experimentales duraron 30 dias, evaluandose cada siete dias. Cada
tratamiento y control tuvo dos replicas. El tratamiento control estuvo formado por
75 gramos de células de Chlorella vulgaris inmovilizadas en esferas de alginato de
sodio més dos litros agua desionizada. El tratamiento uno contenia 75 gramos de
células de C. vulgaris inmovilizadas en esferas de alginato méas dos litros de agua
residual proveniente del rio Huaura. El tratamiento dos contenia 75 gramos de
células de C. vulgaris inmovilizadas en esferas de alginato de sodio mas una mezcla
de un litro de agua residual del rio Huara y un litro de agua desionizada. El
tratamiento tres contenia 75 gramos de células de C. vulgaris inmovilizadas en
esferas de alginato de sodio mas una mezcla de un litro y medio de agua desionizada
y medio litro de agua residual del rio Huaura. El tratamiento cuatro contenia 75
gramos de células de C. vulgaris inmovilizadas en esferas de alginato de sodio mas
una mezcla de 1,75 litros de agua desionizada y 0,250 litros de agua residual del rio

Huaura. Todos los tratamientos y el control tuvieron una temperatura constante de
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31+0,5 °C, mientras que la iluminacion fue constante con un promedio de 4000 Lux,

y un flujo de aireacién constante de 38 I/h.

Figura 15. Fotobiorreactores encendidos. De izquierda a derecha T1,T2,T3,T4y T
Control.

La concentracién de contaminantes en mg/l para cada tratamiento se detalla en la

Tabla 7.

Tabla 7
Concentracion de contaminantes por tratamiento

Tratamiento N P Pb
T1 8,09 0,38 0,66
T2 4,04 0,20 0,33
T3 2,02 0,10 0,17
T4 1,01 0,09 0,08
CONTROL 0,00 0,00 0,00

Fuente: Elaboracion propia
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2.1.4. Unidades Experimentales

Las unidades experimentales fueron 15 (incluyendo el control) fotobiorreactores
(ver Figura 16) de polietileno de alta densidad cuyo contenido fueron las mezclas
de células de Chlorella vulgaris inmovilizados en esferas de alginato de sodio con

agua residual del rio Huaura y agua desionizada. Se detallan en la Tabla 6.

Figura 16. Unidades experimentales. Fotobiorreactores conteniendo células de C.

vulgaris en esferas de alginato de sodio.

2.1.5. Analisis Estadistico de Datos

Los datos obtenidos fueron procesados en el programa Microsoft Excel, para
obtener las tablas y gréaficos que permitieron analizar la dindmica de los parametros

evaluados en el experimento.

Con los datos obtenidos se realiz6 un andlisis de varianza de una via, para evaluar
la diferencia entre los tratamientos (p<0,05) y los pardmetros (plomo, nitrégeno y
fosforo). Las diferencias significativas entre los tratamientos y las repeticiones se
realizaron con una Prueba de Significancia DVS (diferencia verdaderamente

significativa) de tukey (Daniel, 1993).
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2.2. MATERIALES

2.2.1. Material Biol6gico

El material bioldgico estuvo constituido por la cepa de Chlorella vulgaris donada

por el Laboratorio de microbiologia de la Universidad Ricardo Palma.

Figura 17. Replicacion de la biomasa microalgal.

2.2.2. Materiales de Laboratorio

A. Materiales de vidrio

Cinco pipetas de 10 ml, diez frascos de Erlenmeyer de 500 ml, una cadmara de

Neubauer, un termoémetro ambiental.
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B. Materiales de plastico

Dos botellas de plastico de 2 L, dos botellas de plastico de 7 L, un tubo PVC 4”
una probeta de 500 ml, 5 jeringas de 20 ml.

C. Equipos

Quince aireadores para pecera AP-408A, autoclave , un fotometroWTwW
pHotoFlex, un microscopio, multiparametro YSI® 556 MPS , GPS Garmin, una

pistola de soldar ALMOS, una balanza, un multimetro.

D. Reactivos

Hipoclorito de sodio, declorador liquido comercial para acuario, alginato de
sodio, cloruro de calcio (CaCl,), kit de determinacion de nitrdgeno, kit de
determinacidn de fosforo, kit de determinacion de plomo, solucion hidroponica
La Molina®.

E. Otros
Alambre de estafio, cables mellizos, luces led, sierra, transformador de voltaje,
mangueras de pecera, filtro de 0,22 mm de fibra de vidrio, fluorescentes de 40

Watts , algodon , tubos eppendorf, papel kraft , papel aluminio, agua destilada,

agua desionizada.
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CAPITULO I11: RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1. RESULTADOS

3.1.1. Obtencion de biomasa de la microalga Chlorella vulgaris

La cepa obtenida en la Universidad Ricardo Palma de la microalga Chlorella
vulgaris se bioaumentd de manera exponencial sin tener una fase de adaptacion

(fase lag) en el medio de cultivo, de 1,5x10° células/ml a 1,4x107 células/ml en un

tiempo de 15 dias. VVéase Figura 18.

Tabla 8
Parametros cinéticos de crecimiento

Chlorella vulgaris

r (dias™?) 0,56
Parametros cinéticos de crecimiento K(cel.ml) 6,147x10°
T> (dias) 3,29

Fuente: Elaboracion propia

3.1.2. Crecimiento de Chlorella vulgaris en el medio hidropénico

Se realiz6 la cinética de crecimiento de la cepa de C. vulgaris determinado los

siguientes parametros cinéticos: detallados en la Tabla 8.

La tasa de crecimiento exponencial (r) fue de 0,56, mientras que la capacidad de
carga del cultivo (K) fue de 6,147x103 cel/ml y el tiempo de duplicacion (T») dio
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como resultado 3,29 dias, y del grafico se puede observar que el crecimiento de la
microalga C. vulgaris muestra una fase exponencial con una duracion de ocho dias,
cuyo inicio se da a partir desde el dia uno. La gréfica de la curva de crecimiento

muestra una alta correlacion lineal (R?= 0,9858) ver Figura 18.
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Figura 18. Curva de crecimiento de la microalga Chlorella vulgaris cultivada en

medio de cultivo alternativo basado en solucion hidroponica la Molina A'y B.

3.1.3. Caracterizacion fisicoquimica del agua residual del Rio Huaura

Los valores fisicoquimicos que fueron obtenidos de las muestras colectadas del rio

Huaura se presentan en la Tabla 9.
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Tabla 9

Resultados fisicoquimicos

PARAMETRO UNIDAD CANTIDAD
pH - 7,8
Conductividad (uS/cm™ 740
Temperatura (°C) 24
Nitrégeno (mg/l) 8,09
Fosforo (mg/l) 0,38
Plomo (mgl/l) 0,66

Fuente: Elaboracion propia

3.1.4. Variacion de la concentracion de plomo

Se observo en la Tabla 10 que los valores de plomo iniciales para el control fue 0,00
mg/l manteniéndose constante durante todo el experimento a lo largo de 28 dias. El
tratamiento uno (T1) present6 una concentracion inicial de 0,66 + 0,0001 mg/l y se
redujo significativamente hasta la semana 2 (p<0,05), la semana tres y cuatro
present6 una reduccién no significativa (p>0,05), el valor de la concentracion final
fue de 0,13 £ 0,01 mg/l en la semana cuatro. El tratamiento dos (T2) present6 una
concentracion inicial de 0,33+0,00 mg/l. y una reduccion significativa en la semana
uno, dos y tres (p<0,05), la semana cuatro presentd una reduccion no significativa
(p=0,288) y una concentracion final de 0,05+£0,00 mg/l. El tratamiento tres (T3) tuvo
una concentracion inicial de 0,17+0,0058 mg/l con una reduccidn significativa en la
semana uno, dos y tres (p<0,05) la semana cuatro presentd una reduccion no
significativa (p=0,277) con una concentracion final de 0,06+£0,0058 mg/l. El
tratamiento cuatro (T4) present6 una concentracion inicial de 0,08+0,0058 mg/l la
primera semana presentd una reduccion significativa (p<0,05), las siguientes
semanas se mantuvo constante la reduccion (p>0,05) la concentracion final fue
0,04+0,0115 mg/l en la semana cuatro; este Gltimo tratamiento fue el que presento

el menor valor de plomo en comparacion con los otros tres tratamientos.
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En la Figura 20 se observa la reduccion de plomo en los cuatro tratamientos. Los

valores iniciales y finales para plomo en los tratamientos T1, T2, T3 estuvieron por

encima del valor maximo permitido segun los estandares de calidad ambiental para

agua, (D.S 004-2017-MINAM), mientras que la concentracion final del T4 presentd

un valor dentro del rango permitido por el ECA-Agua 0,05 mg/I.

Los resultados del ANOVA de una via muestran que la reduccion en la

concentracion de plomo present6 una influencia significativa en todas las semanas

de todos los tratamientos (p=0,000) ver Apéndice 4.

Tabla 10

Variacion en la concentracion de plomo en los tratamientos (X+DS)

semanas T1 T2 T3 T4 CONTROL

Semana0 0,66+0,0000 0,33+0,0000 0,17+0,0058 0,08+0,0058 0,001+0,0000
Semanal 0,52+0,0100 0,31+0,0153 0,16+0,0100 0,07+0,0152 0,001+0,0000
Semana2 0,41+0,0208 0,25+0,0100 0,15+0,0058 0,07+0,0100 0,000+0,0000
Semana3 0,38+0,0252 0,28+0,0153 0,12+0,0100 0,06+0,0100 0,001+0,0000
Semana4 0,35+0,0100 0,11+0,0000 0,06+0,0058 0,04+0,0115 0,001+0,0000

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 19. Concentracion de Plomo en los tratamientos.

Variacion de la concentracion de nitrogeno total (NT)

Se observo en la Tabla 11 que los valores de nitrogeno total (NT) iniciales para el
control fue 0,001 + 0,000 mg/l manteniéndose constante durante todo el
experimento a lo largo de 28 dias. T1 presentd una concentracion inicial de 8,09 +
0,0058 mg/l con una reduccion significativa durante las semanas uno, dos y tres
(p<0,05), en la semana cuatro la reduccion no fue significativa (p>0,05) y un valor
final de 0,38 + 0,0058 mg/l. T2 presentd una concentracion inicial de 4,04+0,00
mg/l. y una concentracion final de 0,38+0,00 mg/l en la semana cuatro, durante las
cuatro semanas la reduccion fue significativa (p<0,05). T3 tuvo una concentracion

inicial de 2,02+0,0058 mg/l y una concentracion final de 0,41+0,0153 mg/l en la
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semana cuatro, durante las cuatro semanas la reduccion fue significativa (p<0,05).

T4 presentd una concentracion inicial de 1,02+0,01 mg/l con una reduccion

significativa en la primera semana (p<0,05), en las semanas dos, tres y cuatro

presentd una reduccion no significativa (p>0,05) en la semana cuatro la

concentracion final de 0,38+0,0265mg/l.

Los resultados del ANOVA de una via muestran que la reduccion en la

concentracion de nitrégeno presenté una influencia significativa en todas las

semanas de todo el tratamiento (p=0,000) ver apéndice 6. En la Figura 20 se observa

la reduccion de nitrogeno en los cuatro tratamientos a lo largo de las cuatro semanas

que durd el experimento.

Tabla 11

Variacion en la concentracion de nitrégeno en los tratamientos (X£DS)

Semanas T1 T2 T3 T4 CONTROL
Semana0 8,09+0,0058 4,04+0,000  2,02+0,0058 1,02+0,0100 0,01+0,0058
Semanal 2,33+0,1528 1,93+0,0173 0,89+0,0200 0,47+0,0173 0,03+0,0100
Semana?2 1,84+0,0173 1,64+0,0058 0,57+0,0153 0,44+0,0209 0,04+0,0115
Semana3 0,46+0,0231 0,42+0,0058 0,47+0,0153 0,41+0,0200 0,06+0,0153
Semana4 0,38+0,0058 0,38+0,0153 0,41+0,0153 0,38+0,0265 0,09+0,0100

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 20. Concentracidn de Nitrogeno en los tratamientos.

Variacion de la concentracion de fosforo total (PT)

Se observé en la Tabla 12 que los valores de fosforo total (PT) iniciales para el
control fue 0,001 + 0,0058 mg/l y una concentracién final de 0,07+£0,0158 mg/I. T1
presentd una concentracion inicial de 0,38 £ 0,0058 mg/l y un valor final de 0,13 +
0,00153 mg/l en la semana cuatro, durante las cuatro semanas la reduccién fue
significativa (p<0,05). T2 presentd una concentracion inicial de 0,20+0,0058 mg/I.
Las semanas uno, dos y tres la reduccion no fue significativa (p>0,05), la semana
cuatro presentd una reduccion significativa (p<0,05) y una concentracion final de
0,05+0,0058 mg/l. T3 tuvo una concentracion inicial de 0,11+0,01 mg/l y una
concentracion final de 0,07+0,0058 mg/l en la semana cuatro, durante las cuatro
semanas de experimentacion la reduccién se mantuvo constante (p>0,05). T4

present6 una concentracion inicial de 0,08+0,0058mg/l y una concentracion final de
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0,04+0,01 mg/l en la semana cuatro, durante las cuatro semanas de experimentacion

la reduccion se mantuvo constante (p>0,05).

Los resultados del ANOVA de una via muestran que la reduccién en la

concentracion de fésforo presentd una influencia significativa en todas las semanas

de todos los tratamientos (p=0,000) (ver apéndice 8). En la Figura 21 se observa la

reduccion de nitrégeno en los cuatro tratamientos a lo largo de las cuatro semanas

que duro el experimento.

Tabla 12

Variacion en la concentracion de fosforo en los tratamientos (x+DS)

Semanas T1 T2 T3 T4 CONTROL
Semana0 0,38+0,0058 0,20+0,0058 0,11+0,0100 0,08+0,0058 0,002+0,0011
Semanal 0,33+0,0058 0,16+0,0058 0,09+0,0153 0,05+0,0100 0,03+0,0011
Semana2 0,26+0,0058 0,15+0,0058 0,08+0,0153 0,04+0,0058 0,04+0,0100
Semana3 0,17+0,0058 0,14+0,0173 0,08+0,0153 0,04+0,0100 0,05+0,0100
Semana4 0,13+0,0153 0,05+0,0058 0,07+0,0058 0,04+0,0153 0,07+0,0153

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 21. Concentracion de Fosforo en los tratamientos.

Remocién de plomo por parte de la microalga inmovilizada Chlorella vulgaris

Para la medicion de la remocion de plomo se tomaron semanalmente tres alicuotas
de 10ml del efluente tratado con la microalga inmovilizada. En la primera semana
se observo en T1 una remocion de 2,21+0,0115 por ciento de Pb, en la segunda
semana se incrementd a un 37,89+0,0252 por ciento la remocién de plomo, la tercera
y cuarta semana presentaron un ligero incremento de remocion llegando a un valor
46,67+0,0200 por ciento, siendo el tratamiento con porcentaje de remocién mas
bajo, durante las cuatro semanas el porcentaje de remocién de plomo fue
significativo (p<0,05).
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T2 mostro en su primera semana una remocion de plomo de 9,09+0,02 por ciento,
en la segunda semana y tercera semana tuvo un ligero incremento a un
24,24+0,1514, para la cuarta semana aumentd hasta un 66,67+0,006, siendo este
tratamiento el que obtuvo el mayor porcentaje de remocion de plomo (véase Tabla
10) durante las cuatro semanas el porcentaje de remocién de plomo fue significativo
(p<0,05).

T3 tuvo una remocion de plomo muy baja de 5,89+0,0200 por ciento, durante la
segunda semana incremento el porcentaje de remocion a un 11,76+0,03 por ciento,
para la tercera semana llego hasta un 29,4+0,3512 por ciento de remocion, en la
cuarta semana se observo un incremento hasta un 64,7+0,0231 por ciento, durante

las cuatro semanas el porcentaje de remocion de plomo fue significativo (p<0,05).

En la primera semana T4 tuvo un porcentaje de remocion de 12,5+0,0462, mientras
gue en la segunda semana este porcentaje no fue significativo (p>0,05) y se mantuvo
constante (ver Figura 22) para la tercera semana el porcentaje aumenté a un
25,01+0,0252 por ciento, y para la cuarta semana duplicé ese porcentaje llegando a
remover un 50,01+0,5400 por ciento de plomo, desde la semana dos hasta la semana

cuatro el porcentaje de remocion fue significativo (p<0,05).
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Figura 22. Porcentaje de remocion de Plomo.

Remocidn de nitrégeno total por parte de la microalga inmovilizada Chlorella

vulgaris

T1 la primera semana se observo un alto porcentaje de remocidn de nitrégeno siendo
de 71,19+0,0200 por ciento, la segunda semana aumentd ligeramente a un
77,25+0,0100 por ciento, en la tercera semana el porcentaje de remocion llegd a un
94,3+£0,0200 por ciento y para la cuarta semana este porcentaje se incremento en
uno por ciento llegando a un 95,3+0,0173 por ciento, siendo este tratamiento el que

obtuvo el mayor porcentaje de remocién (Ver Tabla 11).

Se observo en T2 que la remocion de nitrégeno para la primera semana fue de

52,2+0,0252 por ciento. La segunda semana tuvo un ligero incremento a un

56



59,4+0,0200 por ciento, mientras que para la tercera semana se incrementd
considerablemente a un 89,61+0,0208, sin embargo para la cuarta semana llegd
hasta un 90,6+0,0300 por ciento.

T3 tuvo un porcentaje de remocion muy similar a T2 durante la primera semana
teniendo un porcentaje de remocién de 55,95+0,0115 por ciento, en la segunda
semana la remocion de nitrogeno llegé hasta un 71,78+0,0200 por ciento, la tercera
semana se incrementd ligeramente hasta un 76,74+0,0100 por ciento, en la cuarta
semana el porcentaje de remocidn para este tratamiento llegé a un valor de
79,7£0,0100 por ciento.

En cuanto a T4, la primera semana alcanzé un porcentaje de remocion con valor de
53,91+0,0100 por ciento, la segunda semana se increment6 a un 56,96+0,0251 por
ciento, para la tercera semana este valor aumento a un 59,8+0,0300 por ciento, y la
cuarta semana llegd a un valor de 62,75+0,0300 por ciento, siendo este tratamiento
el que tuvo un menor porcentaje de remocién de nitrgeno total. El porcentaje de

remocion de para todos los tratamientos fue significativo (p<0,05).
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Figura 23. Porcentaje de remocion de Nitrogeno.

Remocidén de fosforo total por parte de la microalga inmovilizada Chlorella

vulgaris

En la primera semana T1 se observé el porcentaje de reduccion de fésforo con un
valor de 13,15+0,0208 por ciento, en la segunda semana este valor se incremento a
un 31,58+0,0200 por ciento, en la semana tres aumento el porcentaje de reduccion
a un 55,26+0,0100 por ciento y para la cuarta semana el porcentaje de reduccién
Ilegd a un valor de 65,79+0,0200 por ciento.

T2 para la primera semana ya habia removido un 20,01+0,0115 por ciento de
fésforo, la segunda semana amento ligeramente el porcentaje de remocién a un
25,00+0,0300por ciento, la tercera semana se incrementé a un valor de

35,01+0,0058 por ciento, mientras que en la cuarta semana el porcentaje de
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Porcentaje de remocion de P (%)

remocion aument6 considerablemente llegando a un valor de 80,00+0,0208 por

ciento, siendo este tratamiento el que obtuvo mayor porcentaje de remocion.

T3 la semana uno alcanz6 una remocion de 18,18+0,0200 por ciento, la segunda
llegd a un valor de 27,27+0,0100 por ciento y asi se mantuvo hasta la tercera semana,
mientras que la cuarta semana tuvo un incremento de remocion y llegé a un
porcentaje de 36,37+0,0100 por ciento, siendo este tratamiento el que tuvo menor
porcentaje de remocion de fdsforo.

T4 la primera semana obtuvo un porcentaje de remocion de 37,5+0,0153 por ciento,
la segunda semana se incrementé a un 50,00+0,000 por ciento, y asi se mantuvo

hasta la semana cuatro.

—T

T3
100,00 12

80,00

60,00

40,00

20,00

0,00 T T T T
1 2 3 4

SEMANAS

Figura 24. Porcentaje de remocion de Fosforo.
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3.2.

DISCUSION

La presente investigacion, es el primer estudio en el Peru en evaluar la remocion de
plomo, nitrégeno total y fosforo total en aguas residuales, vertidas al rio Huaura,
mediante el uso de la microalga Chlorella vulgaris, inmovilizada en alginato de
sodio. La microalga C. vulgaris es una especie acuatica de gran adaptabilidad a

ambientes con alta contaminacion organica (Xiong et al., 2016).

El crecimiento de la microalga Chlorella vulgaris en el medio de cultivo
hidroponico La molina® (0,5 ml/l de solucion Ay 0,2 ml/l de solucion B), resultaron
ser eficientes en la obtencion de biomasa algal, llegando a una capacidad de carga
maxima (K) de 1,4x107 cel/ml en un periodo de 15 dias. Estos resultados obtenidos
en esta investigacion son similares a los reportados por Avila (2015) en Medio Basal
Batch (MBB) con valores de 1,16x10" cel/ml. La microalga Chlorella vulgaris
cultivada en solucion hidropénica mostré una fase lag corta, a diferencia de Hun
(2010), que mostré una fase lag de 9 dias para la microalga del género
Chlamydomonas, cultivadas en una solucion nutritiva Hoagland & Arnon 1l
modificada. Esta adaptacion, mostrada en la investigacion, por Chlorella vulgaris,
puede deberse a la alta concentracion de nutrientes iniciales presentes en la solucion
nutritiva La molina®, como lo describe Avila (2015). La tasa de crecimiento
exponencial (1) de la microalga Chlorella vulgaris en esta investigacion fue de un
valor de 0,55; superior a la obtenida por Fierro (2004), quien obtuvo un valor de
0,275 y Valle (2007) 0,045, en sus tasas de crecimiento respectivas. La tasa alta de
crecimiento, reportada en esta investigacion, se puede deber a que el cultivo estuvo
sometido a factores Optimos tales como: una iluminacidén continua, sin causar
inhibicion en la especie, disponibilidad de nutrientes y agitacion constante; todos

estos favorables para su desarrollo.
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Actualmente se han desarrollado diversas investigaciones en inmovilizacion celular
con alginato de sodio. Asi Trevan y Mark (1988), realizaron inmovilizaciones de la
especie Chlorella vulgaris en un soporte de alginato de sodio, y demostraron que
dicha especie no sufrid variaciones en su tamafio, crecimiento y morfologia;
similares resultados presentaron Moreira et al. (2006) con la microalga
Phaeodactylum tricornutum, en donde no se evidenci6 modificaciones de su
estructura. En la presente investigacion realizada con Chlorella vulgaris, tampoco
se ha evidenciado variaciones morfoldgicas al ser sometidas a la inmovilizacion con
alginato de sodio. Estos resultados confirman que el alginato de sodio es un buen
soporte natural para inmovilizar cultivos de microalgas sin alterar sus morfo-

fisioldgicas.

T2 obtuvo una remocion del metal pesado plomo (Pb) presente en el agua residual
proveniente del rio Huaura, fue de 66,67+0,006 por ciento, a una temperatura
constante de 31,5 °C y un valor de pH de 7,8 — 8,0 en la cuarta semana de
experimentacion. Similares resultados empleando la microalga Lyngbya sp., en
estado libre, fueron reportados por Olguin, Vidal y Sanchez (2009), quienes
obtuvieron un porcentaje de remocion de plomo con un valor de 62,41 por ciento.
Por su parte, Chulle y Villalobos (2016), lograron remociones de plomo de un 97,68
por ciento, con la microalga Scenedesmus acutus en estado libre. Este alto
porcentaje de remocion puede ser debido a que esta biomasa algal presentd una etapa
de estimulacién previa con el toxico generando una mejor adaptacion al plomo para
su remocion. La microalga Chlorella vulgaris, presenté una remocién continua
durante las cuatro semanas de experimentacion, esto debido al proceso absorcién
propia del alga, y por la actividad captadora del alginato de sodio ya que este cuenta
con grupos funcionales con elevada densidad electronica, lo que permite una

adsorcion de iones metalicos.
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Después del carbono, y aparte de hidrogeno y oxigeno, el nitrégeno es
cuantitativamente el elemento mas importante que contribuye a la materia seca de
las células de microalgas, por lo que el estudio de la variacion en su concentracion
es muy importante (Pérez, Sanchez y Jiménez, 2010). En la presente investigacion
la variacién en la concentraciéon de nitrégeno total (NT) en los tratamientos de la
microalga C. vulgaris, fue de 62,75 por ciento para T4 y de 95,3 por ciento para T1,
en un periodo de cuatro semanas que duré el experimento. Lee y Lee (2002) refiere
que las microalgas pueden remover el nitrégeno, incluso sobre altas concentraciones
en aguas naturales como eutrofizadas, hasta valores de 1400 ppm. En esta
investigacion la concentracion de nitrégeno inicial tuvo un valor promedio de
8,0ppm reduciéndose hasta valores menores a 0,2 ppm, esta actividad refiere que la
microalga realiza un consumo rapido del nitrégeno aprovechable como nutriente,
donde pasa a formar parte de los aminoacidos para generar estructuras dentro de la

célula algal (Pérez et al., 2010)

El valor de remocion maés alto de nitrégeno en esta investigacion fue de 95,3 por
ciento mientras que Wang et al. (2010), usando Chlorella sp. para tratar distintos
tipos de agua residual doméstica removio hasta 82,3 por ciento de NT en nueve dias.
Resultados muy similares obtuvo Hernandez y Labbé (2014) quienes alcanzaron una
remocion de amonio (NH4") con un valor de 70 y 99 por ciento usando C. vulgaris
y un cultivo mixto respectivamente; inmovilizado en lufa y sometido a una solucion
denominada Agua residual artificial. En la investigacién, la diferencia entre las
concentraciones de nitrogeno total al principio y al final del experimento podria
corresponder al nitrégeno asimilado por las microalgas y las adsorbidas por las

esferas de alginato de sodio.

El fésforo es un ingrediente esencial en la conversion de energia solar a energia
bioguimica en plantas y microalgas, se entiende que juega un papel importante como

parte del mecanismo de donador de electrones en la fotosintesis (Patel et al., 2012).
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En esta investigacion el porcentaje de remocion de la microalga Chlorella vulgaris
fue de 80 por ciento en la cuarta semana, el consumo elevado de este nutriente
también se encontrd en otra alga verde, Botrycoccus braunii, cuando se cultivo en
aguas residuales tratadas secundariamente (Sawayama, Minowa y Yokoyama,
1992). Se tiene conocimiento que un nimero de algas puede ser capaz de absorber
rapidamente fosfato y este exceso de fosfato se almacena generalmente como
granulos de polifosfato; el fosfato acumulado en un efluente rico en fosfato puede
sostener de forma exitosa el crecimiento microalgal cuando el fosfato extracelular

es muy bajo o esta agotado (Wang, Yu, Lvy Yang, 2013).

La remocion de fosforo total de nuestra investigacion fue similar a la alta remocion
obtenida por Wang et al. (2013), quienes reportaron un promedio de remocion de

80 por ciento en aguas residuales municipales.

Esta reduccion de fosforo en el efluente analizado no fue un factor limitante para el
crecimiento de la microalga Chlorella vulgaris, similares resultados fueron
reportados por Li, Hu y Yang (2010), quienes encontraron a la microalga

Scenedesmus sp. un alto crecimiento con concentraciones bajas de fdsforo.
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CAPITULO IV: CONCLUSIONES

1. La cepa de la microalga Chlorella vulgaris obtenida de la Universidad Ricardo Palma
aumento su densidad en el medio de solucion hidropodnica “La Molina” desde una
concentracion de 1,5x10° cel/ml a 1,4x107 cel/ml en 15 dias, presentando un crecimiento

exponencial.

2. La muestra de agua analizada del rio Huaura, presenta contaminacion de Plomo (Pb),

superando los ECA’s para aguas plasmados en la Categoria 3.

3.Lamicroalga Chlorella vulgaris inmovilizada en alginato present6 una remocién de plomo
promedio de 57,1 por ciento, teniendo el mayor porcentaje en el tratamiento 2 con un 66

por ciento y el minimo en el tratamiento 1 con un 47 por ciento.

4. La microalga Chlorella vulgaris inmovilizada en alginato es eficaz depurando el
nitrégeno de aguas residuales, pues redujo en todos los tratamientos la concentracion de

nitrégeno hasta ser menor a 0,5mg/l.

5.La microalga Chlorella vulgaris inmovilizada en alginato es eficaz en la reduccion de la
concentracion de fosforo en aguas residuales, el mayor porcentaje de remocion se dio en
el tratamiento dos con un 80 por ciento, esta reduccion de nutrientes no fue un factor

limitante para el crecimiento de Chlorella vulgaris.

6. La inmovilizacion en esferas de alginato facilita la técnica de separacion de las microalgas

del agua residual doméstica.
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CAPITULO V: RECOMENDACIONES

Evaluar la remocion de plomo con otro tipo de microalgas o probar con consorcios
microalgales.

Evaluar usar microalgas nativas de aguas residuales que contengan altas
concentraciones de plomo.

Usar otro tipo de matrices inmovilizadora para evaluar su cual es méas optima en el
proceso de remocion.

Se recomienda evaluar otros parametros pH, DBO, nitratos, nitritos, ortofosfatos.
Experimentar con distintas densidades de poblacion microalgal, para evaluar la
remocion de nutrientes y metales pesados, buscando un organismo promisorio que
aproveche niveles altos de nutrientes presentes en efluentes, beneficiando el

tratamiento de aguas residuales.
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TERMINOLOGIA

Algas: Grupo de plantas talofitas, unicelulares o pluricelulares, que viven preferentemente en el
agua, tanto dulce como marina, y que en general estan provistas de clorofila, acompafiada en
ocasiones de otros pigmentos de colores variados que enmascaran a esta; el talo de las algas
pluricelulares tiene forma de filamento, de cinta o de lamina y puede ser ramificado (Real

Academia Espafiola, 2014).

Biorremediacion: Se define como biorremediacion a cualquier proceso que utilice
microorganismos, hongos, plantas o las enzimas derivadas de ellos para retornar un medio
ambiente alterado por contaminantes a su condicion natural. La biorremediacion puede ser
empleada para atacar contaminantes especificos del suelo, por ejemplo, en la degradacion

bacteriana de compuestos organoclorados o de hidrocarburos (lovley, 2003).

Contaminacién: Accion de introducir sustancias perjudiciales (0 cantidades excesivas de
sustancias usualmente no peligrosas) al ambiente, causando impactos ambientales negativos
(Environmental Law Alliance Worldwide [ELAW], 2010).

Drenaje acido de mina (DAM): es el flujo saliente de agua acida de las minas metaliferas.
Después de ser expuestas al aire y al agua, la oxidacion de los metales sulfurosos (usualmente
pirita, que es un sulfuro de hierro) dentro de las rocas que lo rodean y el desmonte, generan
acidez (ELAW, 2010).

Efluente: La descarga de un contaminante liquido desde una instalacion o proceso industrial
(también llamado desecho o residuo liquido) (ELAW, 2010).

Elemento traza: Los elementos traza u oligoelementos son aquellos elementos que, aunque

presentes en cantidades muy pequefias, en los tejidos corporales, son nutrientes esenciales por

desempefiar una serie de funciones indispensables para mantener la vida (Alarcén, 2009).
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Fitorremediacion: La fitorremediacion es la descontaminacion de los suelos, la depuracién de
las aguas residuales o la limpieza del aire interior, usando plantas vasculares, algas
(ficorremediacion) u hongos (micorremediacion), y por extension ecosistemas que contienen
estas plantas. Asi pues, se trata de eliminar o controlar las diversas contaminaciones. La
degradacion de compuestos dafiinos se acelera mediante la actividad de algunos

microorganismos (Hutchisona, Schwab y Banks, 2001).

Inmovilizacién celular: El termino inmovilizacion de células y enzimas se refiere a células y
enzimas fisicamente confinadas o localizadas en una cierta regién definida en el espacio
reteniendo sus propiedades y actividades cataliticas. Asimismo, dependiendo del tipo de
inmovilizacion tanto las células como las enzimas pueden ser inmovilizadas de forma
permanente o temporal para ser utilizadas repetida y continuamente en diversos procesos

quimicos (Fajardo et al., 2011).

Metales pesados: son aquellos cuya densidad es por lo menos cinco veces mayor que la del
agua. Tienen aplicacion directa en numerosos procesos de produccién de bienes y servicios. Los
més importantes son: Arsénico (As), Cadmio (Cd), Cobalto (Co), Cromo (Cr), Cobre (Cu),
Mercurio (Hg), Niquel (Ni), Plomo (Pb), Estafio (Sn) y Cinc (Zn) (Harte, Holden, Scheneider y
Shirey, 1991).

Metales toxicos: son aquellos cuya concentracion en el ambiente puede causar dafios en la salud

de las personas. Los términos metales pesados y metales tdxicos se usan como sinénimos pero

solo algunos de ellos pertenecen a ambos grupos (Harte et al., 1991).
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APENDICES

APENDICE 1

FORMULA PARA EL CALCULO DE PARAMETROS DE REMOCION DE N-NOz Y
PO:Z= (Aslan y Kapdan, 2006).

Porcentaje de remocion:

%R=(E >x100

0

Donde:
%R: porcentaje de remocion del nutriente.
Co: la concentracion inicial del nutriente en el agua residual.

C: la concentracion del nutriente luego del tratamiento.

APENDICE 2

FORMULA PARA EL CONTEO MICROALGAL

~n x 50x10° (celxml™)
Donde :

n : namero de microalgas contadas en 5 cuadrantes de la camara de neubauer .
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APENDICE 3
PRUEBA DE TUKEY PARA LA CONCENTRACION DE PLOMO

TratamientolPb

HSD de Tukey
semana N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4
semana4 3 ,3500
semana3 3 ,3767 3767
semana?2 3 ,4067
semanal 3 ,5200
semana0 3 ,6600
Sig. ,310 ,219 1,000 1,000
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media armoénica = 3,000.

Tratamiento2Pb

HSD de Tukey
semana N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4
semana4 3 ,1100
semana3 3 ,2500
semana?2 3 ,2833
semanal 3 ,3067 ,3067
semana0 3 ,3300
Sig. 1,000 1,000 ,127 ,127
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media armoénica = 3,000.
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Tratamiento3Pb

HSD de Tukey
semana N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4

semana4 3 ,0567
semana3 3 ,1200
semana2 3 ,1467
semanal 3 ,1600 ,1600
semana0 3 1733

Sig. 1,000 1,000 ,288 ,288

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media armonica = 3,

Tratamiento4Pb

000.

HSD de Tukey
semana N Subconjunto para alfa =
0.05
1 2

semana4 3 ,0433
semana3 3 ,0600 ,0600
semanal 3 ,0667 ,0667
semana2 3 ,0700
semana0 3 ,0833

Sig. ,058 ,058

Se muestran las medias para los grupos en los
subconjuntos homogeéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media armoénica
= 3,000.
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APENDICE 4

ANOVA DE UN FACTOR PARA LA CONCETRACION DE PLOMO

Suma de ol Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter- 196 4 049| 193,776 000
_ grupos
tratamiento
Intra-
1 003 10 ,000
grupos
Total ,199 14
";Ler;)s 090 4 023 199,471 000
tratamiento ?ntrg-
5 001 10 ,000
grupos
Total ,092 14
”:Jef(;s 026 4 006| 106,556 ,000
tratamiento ?ntrg-
3 ,001 10 ,000
grupos
Total ,026 14
| -
nter 003 4 ,001 8,042 ,004
_ grupos
tratamiento
Intra-
4 ,001 10 ,000
grupos
Total ,003 14
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APENDICE 5

PRUEBA DE TUKEY PARA LA CONCENTRACION DE NITROGENO

TratamientolN

HSD de Tukey
semana N Subconjunto para alfa = 0.05

1 2 3 4
semana4 3 ,3833
semana3 3 ,4633
semanaz2 3 1,8400
semanal 3 2,3333
semana0 3 8,0933
Sig. ,637 1,000 1,000 1,000
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

a. Usa el tamaiio muestral de la media armdénica = 3,000.

Tratamiento2N

HSD de Tukey
semana N Subconjunto para alfa = 0.05

1 2 3 4 5
semana4 3 3767
semana3 3 4233
semana2 3 1,6433
semanal 3 1,9300
semana0 3 4,0400
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3,000.
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Tratamiento3N

HSD de Tukey
semana N Subconjunto para alfa = 0.05

1 2 3 4 5
semana4 3 ,4067
semana3 3 ,4667
semana2 3 ,5667
semanal 3 ,8900
semana0 3 2,0167
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3,000.

Tratamiento3N

HSD de Tukey
semana N Subconjunto para alfa = 0.05

1 2 3 4 5
semana4 3 ,4067
semana3 3 4667
semana?2 3 5667
semanal 3 ,8900
semana0 3 2,0167
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3,000.
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ANOVA DE UN FACTOR DE LA CONCENTRACION NITROGENO

APENDICE 6

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-
120,905 4 30,226 | 6236,525 ,000
] grupos
tratamientol Intra-
N ,048 10 ,005
grupos
Total 120,954 14
Inter-
26,734 4 6,683 |55695,611 ,000
. grupos
tratamiento?2 Intra-
N ,001 10 ,000
grupos
Total 26,735 14
'Therc')s 5,354 4 1,338| 7170304 000
tratamiento3 ?ntrg-
N ,002 10 ,000
grupos
Total 5,356 14
Inter- 861 4 215| 556,750| 000
] grupos
tratamiento4 Intra-
N ,004 10 ,000
grupos
Total ,865 14
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APENDICE 7

PRUEBA DE TUKEY PAARA LA CONCENTRACION DE FOSFORO

TratamientolP

HSD de Tukey
semana N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4 5
semana4 3 ,1267
semana3 3 ,1667
semana2 3 ,2567
semanal 3 ,3267
semana0 3 3767
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

Tratamiento2P

HSD de Tukey

semana N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3

semana4 3 ,0467

semana3 3 ,1400

semana2 3 ,1467

semanal 3 ,1567

semana0 3 ,2033

Sig. 1,000 257 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los
subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media armonica =
3,000.
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Tratamiento3P

HSD de Tukey
semana N Subconjunto para alfa =
0.05

1
semana4 3 ,0733
semana?2 3 ,0767 ,0767
semana3 3 ,0767 ,0767
semanal 3 ,0867 ,0867
semana0 3 ,1100
Sig. 17 ,061

Se muestran las medias para los grupos en los
subconjuntos homogeéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media armoénica

= 3,000.
Tratamiento4P
HSD de Tukey
semana N Subconjunto para alfa =
0.05
1
semana3 3 ,0400
semana4 3 ,0400
semana2 3 ,0433
semanal 3 ,0500
semana0 3 ,0833
Sig. ,487 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los
subconjuntos homogeéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media armoénica

= 3,000.
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APENDICE 8

ANOVA DE UN FACTOR DE LA CONCENTRACION DE FOSFORO

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter- 132 4 033| 451,227| 000
_ grupos
tratamientol
Intra-
P ,001 10 ,000
grupos
Total 133 14
Inter- 039 4 010| 112,808 000
) grupos
tratamiento2 Intra-
P 001 10 ,000
grupos
Total ,040 14
Ir:Jer(—)S 003 4 001 4,060 ,033
tratamiento3 ?ntr:l-
p ,002 10 ,000
grupos
Total ,004 14
Inter-
nter 004 4 ,001| 18,937 ,000
_ grupos
tratamiento4
Intra-
P ,001 10 ,000
grupos
Total ,005 14
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APENDICE 9
PRUEBA DE TUKEY PARA PORCENTAJE DE REMOCION DE PLOMO

PRPb1

HSD de Tukey
semana N Subconjunto para alfa = 0.05

1 2 3 4
semanal 3| 21,2233
semana2 3 37,8933
semana3 3 42,4200
semana4 3 46,6700
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media armonica = 3,000.

PRPb2

HSD de Tukey
semana N Subconjunto para alfa = 0.05

1 2 3 4
semanal 3 9,0900
semana2 3 15,1500
semana3 3 24,1733
semana4 3 66,6733
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3,000.
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PRPb3

HSD de Tukey
semana N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4
semanal 3 5,8900
semana2 3 11,7600
semana3 3 29,3667
semana4 3 64,7033
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogeéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3,000.

PRPb4
HSD de Tukey
semana N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3
semana2 3| 12,5000
semanal 3| 12,5067
semana3 3 25,0033
semana4 3 49,7033
Sig. 1,000 1,000 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los

subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamaifo muestral de la media arménica =

3,000.
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APENDICE 10
PRUEBA DE TUKEY PARA PORCENTAJE DE REMOCION DE NITROGENO

PRN1

HSD de Tukey
semana N Subconjunto para alfa = 0.05

1 2 3 4
semanal 3| 71,1900
semana2 3 77,2500
semana3 3 94,3100
semana4 3 95,3100
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media armonica = 3,000.

PRN2

HSD de Tukey
semana N Subconjunto para alfa = 0.05

1 2 3 4
semanal 3| 52,2033
semana2 3 59,4000
semana3 3 89,6033
semana4 3 90,6000
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

a. Usa el tamaiio muestral de la media arménica = 3,000.
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PRN3

HSD de Tukey
semana N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4
semanal 3| 55,9467
semana2 3 71,7800
semana3 3 76,7300
semana4 3 79,7000
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. Usa el tamafo muestral de la media arménica = 3,000.

PRN4

HSD de Tukey
semana N Subconjunto para alfa = 0.05

1 2 3 4
semanal 3| 53,9200
semana2 3 56,9600
semana3 3 59,8000
semana4 3 62,7500
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogeneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media armdnica = 3,000.
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APENDICE 11

PRUEBA DE TUKEY PARA PORCENTAJE DE REMOCION DE FOSFORO

PRP1

HSD de Tukey
semana N Subconjunto para alfa = 0.05

1 2 3 4
semanal 3| 13,1500
semana2 3 31,5800
semana3 3 55,2600
semana4 3 65,7900
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3,000.

PRP2

HSD de Tukey
semana N Subconjunto para alfa = 0.05

1 2 3 4
semanal 3| 20,0067
semana2 3 25,0000
semana3 3 35,0033
semana4 3 80,0033
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. Usa el tamafo muestral de la media arménica = 3,000.
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PRP3

HSD de Tukey

semana N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3

semanal 3| 18,1800

semana3 3 27,2667

semana?2 3 27,2700

semana4 3 36,3600

Sig. 1,000 ,987 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los
subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica =

3,000.
PRP4
HSD de Tukey
semana N Subconjunto para alfa =
0.05
1 2
semanal 3 37,5067
semana2 3 50,0000
semana3 3 50,0000
semana4 3 50,0000
Sig. 1,000 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los
subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media armonica

= 3,000.
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APENDICE 12

CONTEO CELULAR
2n*50*1000 romedio >n*50*1000 romedio
dias (cel/ml) P dias (cel/ml) P
160000 6330000
140000 6310000
150000 150000 6330000 6320000
1 150000 9 6310000
230000 7891000
250000 7983000
260000 250000 2984000 7892000
2 260000 10 7980000
603000 8540000
607000 8550000
605000 605000 8530000 8560000
3 605000 11 8570000
940000 9810000
960000 9790000
960000 950000 9820000 9800000
4 940000 12 9780000
2250000 10300000
2350000 10100000
2300000 2300000 10000000 10200000
5 2300000 13 10400000
3540000 11100000
3570000 11300000
3570000 3560000 11200000 11200000
6 3560000 14 11200000
4190000 12200000
4210000 12400000
4220000 4200000 12500000 12300000
7 4180000 15 12100000
5620000 14503000
5630000 13599000
=610000 5620000 14500000 14501000
8 5620000 16 14502000
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APENDICE 13

TABLA DEL ESTANDAR DE CALIDAD AMBIENTAL PARA AGUAS.

Ll ElPeruana s Mircoles 7 de junio de 207 NORMAS LEGALES L
Tabla N® 1: Estandar de calidad de Amoniaco Total en 07: Betida de
funcion de pH y temperatura para la proteccion de la D1: Fiego de ve gelales animales
wida acuatica en agua dulce (mg/l de MHz) .
Parsmetms | U= 9 | Agua para Agua
Termmaratura medda | riegono | pryege | Belidade
nes iringido animales
e o | reswingido
& &5 T 7.5 20 S 9.0 A0 Arsénico gl K] 0z
L] 31 | 730 |23 | 73z | 2as |ovee | ozm | oMz Bexic oL or -
5 153 | 483 | 153 | 424 | 154 oS0z | 0T | ouo Berilia mglL a1 0.1
1% 0z | 324 | 103 | 326 | 104 | 0343 | 0 | o2 Bam mglL 1 5
15 o | z20 | 68s | 222 | oms | 0230 | ooes | ouoes Cadmic mgL 001 005
E 420 | 152 | sz | 154 | oass [ oo | ower | owed Gk gL az Qs
s 335 | 106 | 237 | 1oe [ oz [oozs [ oo | ooee Cobaln mgl L] 1
™ a7 | vao |20 [ ore | ozse | oosa | ooz | e Cromo Tolel el a1 1
Hierm gl 5 -
Mota: Lifia mglL 25 f:;.
rEEio mgl -
("IEl estandar de calidad de Amoniaco total en funciin ﬁ ) 05
de pH y temperatura para la proteccion de la vida acuatica 9*_‘” gl
an agua dulce, ntan una tabla de wvalores para Mercuio gL 0,001 001
rangos de pHde 6 a 10 y Temperatura de 0 a 30°C. Para Miquel mglL 0z 1
comparar la temperatura v pH de las muestras de agua
superficial, se deben tomar la temperatura v pH proximo Poma mg't 0.05 0,05
superior al valor obienido en campo, ya que la condicitn Selenia ma'l o 005
mas axtrema s& da a mayor temperatura vy pH. En tal A gl 2 24
sentido, no es necesano establecer rangos. ORGANICD
{*")JEn caso las técnicas analiticas determinen la
concentracion en wunidades de Amoniaco-M  (NH5-N), Bifenilos Polclorados
multiplicar el resultado por el factor 1,22 para expresarks EBianilos
en las unidades de Amaoniaco (MH, ). Policiorados (PCB) uol . 0S5
PLAGUICIDAS
Categoria 3: Riego de vegetales y bebida de animales Paraion [ wor ] 35 ] 35
| Ovganoclorados
. D2: Bebida de Aldrin pgl 0004 o7
[ : Riego de vegetales
anmal es Clordana woL 0,006 7
Unidad de
Pardmeiros Agua para Oickir Dieril
medida | Fegono ""‘d:m Bebida de Triclorostan o pgL 0,001 0
restringido F-l-l i animal es ooT)
i< Dilcrin HgL as 0s
FISICOS- QUIMICOS Erckutin ual 001 am
Acsites v Grasas gl 5 10 Endkin pglL 0004 02
Bicarbona os mgll 518 a Heptaclom
(Cianuro Wad mglL 0.1 0.1 Heptaciom oL am 003
Clonros gl 500 - *
Color Lindana pgl 4 4
Coler () perader 100 (&) 100 &) Gmbaato
:::: Aldicart | wor | 1 | n
eTmeryp—— Siom] Z5m S om zmnﬂsmusﬂ:::mlMG
Demanda rmness 1000 2000 1000
B Linwca de g 15 15 Termotclerartes il
Coige o (DB, ) Eschadenia cal Nhﬁmn 1 om0 - -
Damanda Quimica - 40 40
de Ouigena {000 oL HI-H:E:r::Id: — 1 1 -
D) et e fess:
| SAAM) mgl 0.2 0.5
Feralas mgll 0,002 0 (a): Para aguas claras. Sin cambio anomal (para
Fluorams: oL 1 - aguas que presentan coloracian natural).
mios (N0, )+ (b): Después de fitracion simple. o
M O mgll 100 100 {c): Para el riego de pamues pablicos, campos
"_"3 ANO, K deportivos, areas verdes y plantas omnamentales, soko
Mitritos (N0, -] mgh 10 10 aplican los parametros microbicldgicos y parasitoldgicos
Crigena Disuela — =4 - del tipo d_& nego no faes‘_tnnghdn. )
{walor minirma) A 3: significa variacion de 3 grados Celsius respecto al
Fotencid do Uridad de promedic mensual multianual del area evaluada.
- 65 -85 65 -84
Hidmgena (pH) pH Mota &:
Sulabos mglL 1000 1000
Temperatuora *C 43 a3 - Bl simbolg ** dentro de la tabla significa que el
INORGANICOS parametro no aplica para esta Subcategoria,
- Los valores de los parametros se encuentran en
[pumminio [ mov | 5 5 concentraciones totales, salvo que se indique ko contrario.
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APENDICE 14
MAPA DE LA CUENCA DEL RIO HUAURA

-

Nno_ooo naa.oon ueo.eoo 340000
LEYENDA SUB | AREA | PERIMETRO vozwmmﬁtm | T ——— "
e Capital de Distrito | | CUENCA | (Km2) Km | cuenca) b -

Rios Yarucaya | 222,27 70,51 513
1] Huancoy [ 193,73 62,81 4,47

(] cuenca Huaura | [Ato Huaura| 892.12 | 167,05 20,58 Intercuenca Alto Huallaga s
[ Lagos Checras | 463,65 127,15 10,70
sl T Yuracyacu | 353,82 93,79 8,16

Limite de Cuenca . U J
k! Paccho | 102,65 | 4373 237 SUB CUENCAS
Jntercuenca 137591 Picunche | 57,41 3376 1,32 [ Lagos
) Auquimarca | 413,28 101,56 9,54 7 Alto Huaura
TOTAL  [269893[ 700,36 62,27 7
s e L ) Auquimarca
= ,; f _ Checras
Intercuenca 137579 i i Fsanecy
Paccho
' Picunche
Cuenca Supe 7 Yarucaya
_ Yuracyacu

Intercuenca 137559

Cuenca Mantaro

Chancay - Huaral

8840000

220000
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APENDICE 15

COMPOSICION DE LA SOLUCION HIDROPONICA

SOLUCION A
COMPONENTE %
Nitrato de potasio 51
Nitrato de amonio 32
Fosfato tripe 17
TOTAL 100

SOLUCION B
Sulfato de magnesio 88,75
Quelato de hierro 6,86
Sulfato de manganeso 2,02
Acido bérico 1,21
Sulfato de zinc 0,68
Sulfato de cobre 0,4
Molibdato de amonio 0,08
TOTAL 100
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APENDICE 16
REGISTRO FOTOGRAFICO DE LA INVESTIGACION

Fotografia 1. Desinfeccion de la cAmara de siembra

Fotografia 2. Preparacion de la solucion hidropénica
y L 3 ‘ 'l‘ - \
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Fotografia 3. Siembra de la cepa

Fotografia 4. Conteo de las microalgas.
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Fotografia 5. Microalgas Chlorella vulgaris en la camara de neubauer
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Fotografia 6. Soportes de PVC

Fotografia 7. Lectura de los parametros de nitrogeno total, fosforo total y plomo con el
equipo Photoflex WTW
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Fotografia 8 Reactivos usados en la de determinacion del nitrégeno total, fosforo

total y plomo.
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Fotografia 10. Preparacién del Alginato de sodio al 4%.
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Fotografia 12. Esferas de alginato con las microalgas inmovilizadas.

Fotografia 13. Cepa de Chlorella vulgaris por replicar.
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