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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo principal determinar la eficiencia de Chlorella spp.
inmovilizada en alginato en la remocion de contaminantes de las aguas residuales
municipales del distrito de Llamellin, Ancash. Para realizar esta investigacion fueron
analizados los parametros fisico-quimicos (DBO, DQO, sélidos suspendidos totales, pH y
temperatura) y microbioldgicos (coliformes termotolerantes) de los efluentes de la planta de
tratamiento antes y después de los tratamientos con la microalga Chlorella spp. Para los
distintos tratamientos fue necesario inmovilizar al alga con una matriz de alginato, a una
densidad de 10,9x107 células/L. Los tratamientos fueron cinco y contenian 350 mL de agua
residual del efluente depositados en frascos de 475 mL al cual se le adicionaron diferentes
volumenes de la microalga inmovilizada (TO=Control=0 mL, T1=10 mL, T2=20 mL, T3=
50 mL y T4= 100 mL). La temperatura de las aguas de las unidades experimentales estuvo
monitoreada constantemente y presentaron un promedio de 21,50 °C. Los tratamientos
fueron evaluados en 3 semanas, obteniendo maximos valores de remocion de 96,50 % para
coliformes termotolerantes, 83,89 % para la DQO, 77,50 % para la DBO y 85,19 % para los
SST. Ademas, se pudo registrar un incremento maximo de la biomasa en T4 con 67,88 %.
Los resultados obtenidos de las aguas cumplen con la norma para el LMP de aguas
residuales, lo que sugiere el uso de esta microalga en el tratamiento de aguas residuales
domésticas y como una alternativa para abordar el problema de contaminacién fecal por

vertidos.

Palabras clave: Alginato, Chlorella spp., LIamellin, microalga inmovilizada, remocion.
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ABSTRACT

The main objective of the present study was to determine the efficiency of Chlorella spp.
immobilized in alginate in the removal of contaminants from municipal wastewater in the
district of Llamellin, Ancash. To carry out this research, the physical-chemical parameters
(BOD, COD, Total Suspended Solids, pH and Temperature) and microbiological parameters
(thermotolerant coliforms) of the effluents of the treatment plant were analyzed before and
after treatments with the microalgae Chlorella spp. For the different treatments it was
necessary to immobilize the algae with an alginate matrix, at a density of 10,9x107 cells/L.
There were five treatments and they contained 350 mL of residual water from the effluent
deposited in 475 mL bottles to which different volumes of the immobilized microalgae were
added (TO=Control= 0 mL, T1= 10 mL, T2= 20 mL, T3= 50 mL and T4= 100 mL). The
water temperature of the experimental units was constantly monitored and presented an
average of 21,50 °C. The treatments were evaluated in 3 weeks, obtaining maximum removal
values of 96.50 % for thermotolerant coliforms, 83.89 % for COD, 77.50 % for BOD and
85.19 % for TSS. Furthermore, a maximum increase in biomass could be recorded in T4
with 67.88 %. The results obtained from the waters comply with the standard for the LMP
of wastewater, which suggests the use of this microalgae in the treatment of domestic
wastewater and as an alternative to address the problem of fecal contamination due to

discharges.

Keywords: Chlorella spp. immobilized microalgae, Llamellin, removal.
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INTRODUCCION

A nivel mundial més del 80 % de las aguas residuales no son tratadas; mientras que, en Peru,
el 70,90 % de las mismas (530 millones de m3/afio) no reciben ningln proceso de mejora
(Organizacion de las Naciones Unidas para la Educacion, la Cienciay la Cultura [UNESCO],
2017). Por ello, menciona UNESCO, que surge la deficiencia en nuestro pais en la remocion
de nutrientes como fosfatos (P0;3) y formas nitrogenadas (N — NO5) en el tratamiento
terciario, y mas aun en la capital, donde ninguna planta lleva a cabo este tipo de tratamiento
de forma directa.

En Latinoamérica, el 70,00 % de las aguas residuales no han sido sometidas a tratamiento
previo antes de ser reutilizadas, sumado a ello, se conoce que solo el 14,00 %, de 143 plantas
de tratamiento de agua residual en el Perd, cumple con las leyes en vigencia; asimismo, 7

millones de habitantes no tienen acceso a agua potable segura (Larios et al., 2015).

La falta de mantenimiento de las plantas de tratamiento de aguas residuales en el Per( afecta
su eficiencia debido a la presencia de arenas, lodos, malezas y macrofitas (Superintendencia
Nacional de Servicios de Saneamiento [SUNASS], 2018). De acuerdo con SUNASS, el
exceso de nutrientes (N y P) provoca un crecimiento excesivo de microalgas en la superficie,
lo que restringe el intercambio de gases (O2 y COz), impide el paso de la radiacion solar y
genera condiciones anoxicas. Estas condiciones no solo afectan la eficiencia de remocion de
la DBOs, sino que también causan malos olores debido a la formacion de hidrogeno
sulfurado (H2S).

Por otro lado, Avila (2015) afirma que la presencia de contaminantes inorganicos como los
metales pesados y compuestos organicos de dificil degradacion en los efluentes sin tratar,
disminuyen el grado de salud y afectan la disponibilidad de agua potable en zonas aledafas,
no solo debido a la descomposicion de los organismos muertos sino también por el aumento

de focos infecciosos.



La Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2017) argumentd que el agua contaminada y
el saneamiento se basan con la transmision de enfermedades como el célera, diarreas,
disenteria, hepatitis A, fiebre tifoidea y poliomielitis, por la forma inapropiada en su gestion,

exponen a la poblacion a riesgos prevenibles para su salud.

Actualmente, las tecnologias orientadas al desarrollo, cuidado del medio ambiente, a la
reutilizacion de los residuos y a la generacion de energias limpias de bajo costo se han
tornado indispensables. Las tecnologias que usan microorganismos como las microalgas,
adquieren un gran protagonismo, al ser considerados eco-amigables, dado que reciclan
eficientemente contaminantes, como son el nitrégeno y fosforo, siendo incorporados a su

metabolismo para generar biomasa (Markou y Georgakakis, 2011).

En el Peru se han llevado a cabo investigaciones sobre tratamientos de aguas residuales en
la que se emplea a la microalga Chlorella spp. y se ha observado buenos resultados en la
remocion de nutrientes en este tipo de aguas. Sin embargo, los estudios sobre el uso de
microalgas inmovilizadas para el tratamiento de aguas residuales son muy escasos,
considerando los bajos porcentajes de aguas tratadas en el Peru y otros paises de la region

(Campos y Saconi, 2014).

Dado lo anterior, es crucial el uso de la microalga Chlorella spp. en la eliminacion de
contaminantes. Es fundamental comprender plenamente esta cuestion debido a la
interrelacion entre el ser humano, el medio ambiente y la calidad de vida, con el objetivo de
hacer que el agua sea reutilizable y genere beneficios para el distrito de Llamellin. Asimismo,
la ejecucion de esta investigacién marca el comienzo de esta actividad, con la posterior
planificacion en otros distritos, lo que resulta en un menor costo. Por estos motivos, el
presente estudio buscd determinar la eficacia de Chlorella spp. en la eliminacion de
contaminantes de los efluentes de la PTAR de Llamellin, para lo cual las microalgas fueron
inmovilizadas en matrices de alginato y evaluadas durante 3 semanas, obteniendo altos

valores de remocion.



OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la eficiencia de Chlorella spp. inmovilizada en alginato en la remocién de

contaminantes de las aguas residuales municipales del distrito de Llamellin, Ancash.

Objetivos Especificos

° Realizar la caracterizacion de los parametros fisicoquimicos y microbioldgicos
(coliformes termotolerantes, demanda bioquimica de oxigeno, demanda quimica de
oxigeno, sélidos suspendidos totales, pH y temperatura) de los efluentes de la PTAR
de Llamellin, antes de los tratamientos con la microalga Chlorella spp. inmovilizada

en alginato.

e  Evaluar el comportamiento de los pardmetros fisico-quimicos y microbiol6gicos del
efluente de la PTAR de Llamellin sometida a la actividad remediadora de Chlorella

Spp.

° Evaluar la variacion de la biomasa de Chlorella spp. al finalizar los tratamientos.



CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1.Antecedentes

1.1.1. Antecedentes internacionales

Rosales et al. (2018) en la investigacion titulada “Remocion de contaminantes y crecimiento
del alga Scenedesmus sp. en aguas residuales de curtiembres, comparacion entre células
libres e inmovilizadas™; tuvieron como objetivo evaluar la capacidad de crecimiento de la
microalga cloroficea Scenedesmus sp. inmovilizada y libre para el tratamiento de aguas
residuales de una curtiembre de la localidad de San Benito, Bogota - Colombia. Para ello,
establecieron dos tratamientos con tres repeticiones cada una, utilizando el disefio completo
al azar. En el primer tratamiento instalaron reactores de tipo batch, de 2,00 L de capacidad
cada una, donde agregaron “de manera libre” 1,80 L de biomasa centrifugada; mientras que,
en el segundo tratamiento, bajo las mismas caracteristicas de disefio del reactor, insertaron
10 discos de Luffa con Scenedesmus sp. inmovilizadas. El experimento realizado fue en
condiciones controladas de temperatura y ciclos de luz/oscuridad de 20,00 °C y 12 horas,
respectivamente; en un periodo de 35 dias. Asimismo, para determinar la diferencia
estadistica en el crecimiento del alga, utilizaron la prueba no paramétrica U de Mann-
Whitney. Por otro lado, la toma de muestra y caracterizacion fue mediante los analisis
fisicoquimicos in situ (oxigeno disuelto, pH, conductividad eléctrica y turbidez) y
posteriormente, fueron analizados los pardmetros ex situ (nitratos, nitritos, amonio, sulfatos,
DBO y DQO). Entre los resultados mostraron remociones mayores al 90,00 % para nitratos,
amonio, fosfatos y cromo total. Asimismo, la DBO y la DQO fueron removidas en mas del
97,00 % en ambos sistemas (94,00 - 98,00 % para “libres” y 97,00 - 98,00 % para
inmovilizadas). Asimismo, la cantidad de lipidos generados fueron superiores al 20,00 %.
Los autores concluyeron que la microalga Scenedesmus crecié notablemente utilizando el
agua residual de curtiembre como sustrato, siendo la forma libre la de mayor crecimiento.
Esto muestra la viabilidad de uso de esta microalga como agente en la remocion de

contaminantes de las aguas residuales.



Cartagena y Malo (2017) en la investigacion “Evaluacion del uso de la microalga Chlorella
Vulgaris en la remocién de materia orgénica de las aguas residuales de la PTAR el Salitre a
nivel laboratorio”; tuvieron como objetivo evaluar el uso de la microalga Chlorella vulgaris
en la remocion de la materia organica de las aguas residuales de los efluentes provenientes
de la PTAR EI Salitre en Bogotad-Colombia. Para ello, establecieron una investigacion
experimental de enfoque mixto, ejecutada en 4 etapas. En la etapa 1, luego de acondicionar
los parametros de crecimiento (temperatura = 22,00 £ 3,00 °C y pH entre 6,00 y 7,00
unidades), inocularon 200,00 mL de cultivo (Foliagro) y 20,00 mL de la microalga obtenida
de Biotefua y obtuvieron 1000,00 mL de cultivo y 100,00 mL de microalga, en un periodo
de 16 dias de escalamiento. La etapa 2 consistié en la pre — experimentacion en dos
condiciones: a) inoculacién en porcentaje de volumen del 33,00 y 50,00 % en 300,00 mL de
agua residual en un periodo de 11 dias y b) inoculacion en porcentaje de volumen del
10,00y 30,00 % en 300,00 mL de agua residual en un periodo de 15 dias, en el cual utilizaron
la cdmara de Neubauer para el determinar la concentracion celular. La etapa 3 consistio en
la experimentacion de 10,00; 20,00 y 30,00 % de microalga en volumenes de agua de
1,00 L. En la etapa 4 realizaron la medicién de los parametros como solidos totales, pH,
turbiedad, alcalinidad, conductividad, sélidos disueltos totales y la demanda quimica de
oxigeno y ejecutaron el biotratamiento de las muestras del PTAR EIl Salitre. Entre los
principales resultados obtuvieron que la materia organica por DQO y por SST fueron
removidos en mayor cantidad con 81,80 y 89,91 %; siendo mayores a la remocion por la
PTAR EI Salitre que fue de 35,30 % por DQO y 57,51 % por SST. Los autores concluyeron
que el biotratamiento realizado por la microalga Chlorella vulgaris, reporté mejor resultado,

que podria servir como tratamiento complementario para las aguas residuales.

Vacca et al., (2017) en la investigacion “Uso de la microalga Chlorella sp. Viva en
suspension en la decoloracion del agua residual de una empresa textil”; tuvieron como
objetivo evaluaron la capacidad de la microalga Chlorella sp. en suspension para remover el
color del efluente textil en el departamento Atlantico (Colombia). Para ello, establecieron
una investigacion experimental de enfoque mixto, con tres tratamientos: 0,10, 0,20 y 0,30
de concentracion inicial de absorbancia a 647 nm, a una temperatura de 25,00 + 1,00 °C y
fotoperiodo de 12 horas. Por un lado, recolectaron el agua en un punto localizado antes del
vertimiento final de una empresa textil ubicada en el municipio de Juan de Acosta. Por otro

lado, cultivaron la microalga en un biorreactor de 2,50 L de capacidad efectiva, con
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fertilizante comercial “Nutrifoliar” como medio de cultivo a temperatura de laboratorio, con
fotoperiodos de luz/oscuridad de 12 horas. Asimismo, colocaron 250,00 cm? de agua residual
y biomasa microalga en las concentraciones estudiadas, en frascos esterilizados en un
sistema de estudio “batch” a temperatura de 25,00 °C con sus respectivos controles. A partir
de ello, ejecutaron la curva de crecimientos, la curva de calibracion del colorante y
bioensayos de coloracion (analisis remocidn, evaluacion de DBO, DQO, nitrégeno total y
fosfatos). Entre los resultados mostraron que el bioensayo de 0,30 en absorbancia removio
el 97,20 % del colorante, es decir, que disminuyo el DQO (en 88,00; 91,30y 94,60 %), DBO<
(en 85,20; 91,10 y 95,40 %), NKT (98,20; 98,80 y 99,80 %) y fosfatos (65,60; 72,40 y
78,30 %). Los autores concluyeron que el método de absorbancia podria servir como una
referencia para la remocion de una planta de tratamiento de agua residual textil; asimismo,
a pesar de que el colorante reduce el crecimiento de la microalga, dicha reduccion no frend

de forma significativa a la remocion de los parametros fisicoguimicos.

Lopez et al. (2016) en la investigacion “Remocioén bioldgica de nutrientes en aguas
residuales urbanas con fotobiorreactores utilizando microalgas”; tuvieron como objetivo
estudiar un sistema de tratamiento de aguas residuales haciendo uso de fotorreactores y la
accion de microalgas en Torreon, Coahuila - México. Para ello, establecieron una
investigacion experimental de enfoque mixto. Aplicaron un Disefio Completo al Azar
(DCA), con tres tratamientos y tres repeticiones cada uno. El tratamiento 1 (T1) estuvo
conformado con agua residual en un 80,00 % + una mezcla de microalgas en un 20,00 %, el
tratamiento 2 (T2) presentd 75,00 % de agua residual + 20,00 % de mezcla de microalgas y
5,00 % de lodos activados y el tratamiento 3 (T3) estuvo compuesto con 80,00 % de agua
residual + 20,00 % de mezcla de microalgas y adicion de N (30,00 ppm) y P (2,50 ppm),
donde las aguas residuales recolectadas del PTAR de Torre6n, Coahuila, México
contemplaron el uso de 4 biorreactores piramidales con capacidad de 28,50 L cada uno y
fueron analizados mediante los métodos de la evaluacion de OD, SST, DBOs, grasas y
aceites, determinacién de CF y huevos de helmintos (HH) en base al Standard Methods for
the Examination of Water and Wastewater; mientras que para el pH, el CE y las
concentraciones de fosforo total (P), nitrégeno total (N) y demanda quimica de oxigeno
(DQO), emplearon el equipo Ultra BASIC, HANNA y HACH. Entre los resultados
mostraron una alta reduccién de la DQO del 98,10; 97,70; y 93,50 % para T1, T2y T3. Asi

mismo, lograron altas remociones de N y P para todos los tratamientos (T1= 87,50 y
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73,70 %, T2= 78,90 y 85,50 % y T3= 88,60 y 89,50 %) y una menor remocion en la
conductividad eléctrica (T1=25,00 %, T2= 32,20 % y T3= 11,40 %). Los autores
concluyeron que los fotobiorreactores en actividad con las microalgas presentaron una
excelente opcion en el tratamiento de aguas residuales sin presentar altos niveles de ninguno

de los parametros en evaluacion.

Difusa et al. (2015) en la investigacion “Efecto de la intensidad de la luz y la condicion de
pH sobre el crecimiento, la biomasa y el contenido de lipidos de la especie de microalgas
Scenedesmus”; tuvieron como objetivo estudiar el crecimiento, biomasa y produccion de
lipidos de dos aislamientos nativos de especies de Scenedesmus bajo diferente intensidad de
luz y condiciones de pH constante, en el departamento de biotecnologia de la Universidad
de Gauhati, India. Para ello, establecieron una investigacion experimental de enfoque
cualitativo y cuantitativo. Por un lado, la muestra estuvo compuesta por 2 especies aisladas
de Scenedesmus cultivadas a seis intensidades de luz diferentes (27,00; 40,50; 54,00; 67,50;
81,00 y 94,50 pmol/m?/s) y a variadas condiciones de pH (5,00; 6,00; 7,00; 8,00 y 9,00
unidades). Por otro lado, utilizaron el ANOVA, el SE y el software GraphPad Prism version:
5.00 para el andlisis estadistico de los datos. Entre los resultados mostraron un maximo
crecimiento y un incremento de la biomasa para Scenedesmus, sometida a una intensidad
luminosa de 81,00 pmol/m?/s. Sin embargo, a iluminaciones por debajo de 94,50 pmol/m?/s
pudieron observar una alta produccion de lipidos. Por otro lado, observaron una tolerancia a
la variacion de pH; asi como, un crecimiento y produccién de biomasa en los diferentes
rangos de pH evaluado. Los autores concluyeron que este estudio proporciona una
perspectiva potencial de las cepas y podria explorarse mas a fondo para mejorar la biomasa
y rendimiento de lipidos; no obstante, observaron una dependencia de resultados en base a

la intensidad de la luz y las condiciones del pH.

1.1.2. Antecedentes nacionales

Natividad (2022) en la investigacion “Remocion Bacteriana de aguas residuales
domiciliarias con Microalgas Chlorella sp. en el distrito de Oxapampa-Pasco”; tuvo como
objetivo evaluar el efecto las microalgas Chlorella sp en la remocion de contaminantes,
centrandose en la dosis Optima y la variacion de su concentracién con respecto al pH,

temperatura, fosforo, nitrogeno, coliformes totales, Escherichia coli y la salmonella en las
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aguas residuales domésticas del distrito de Oxapampa. Para ello, establecido una
investigacion experimental-longitudinal de enfoque mixto. Por un lado, cultivd las
microalgas por duplicado en medios discontinuos en 5 tratamientos (3 diluciones-3 series) y
muestras de agua recolectadas de aguas domiciliarias del rio Chontabamba. Por otro lado,
empleo una lista de cotejo, el estadigrafo ANOVA-Tukey y el Programa SPSS. Entre los
resultados mostré que la cantidad 6ptima de microalgas inmovilizadas asciende a 11,00 g
con concentraciones que varian desde el 6, 25; 12,50; 25,00; 50,00 y 100,00 % en
dependencia de los litros empleados. Asimismo, indicé que la muestra actué de forma
significativa y dptima en la remocion de fosfatos y nitratos con una mejora de 52 % del valor
inicial para el primero. Del mismo modo, obtuvo que los tratamientos con la microalga
Chlorella sp. removieron el nitrato hasta un 95,00 % y a la par el Control de la microalga
Chlorella sp., con 94,20 % de remocion. El autor concluy6 que la remocion bacteriana estas
ligada al grado de remocion de nitratos y fosfatos, los cuales al mezclarse con el agua
residual obtenida del PTAR Taboada consigue una variacion y tendencia equilibrada,

incrementando con ello su densidad celular.

Morales (2019) en la investigacion “Inmovilizacion de la microalga Chlorella peruviana
para remover nitratos y fosfatos en aguas residuales del colector principal del AA.HH. San
Gabriel — Comas 2019”; tuvo como objetivo evaluar la inmovilizacion de la microalga
Chlorella peruviana para la remocion de nitratos y fosfatos en aguas residuales del sistema
de alcantarillado del AA. HH. San Gabriel del distrito de Comas, Lima - Perd. Para ello
establecio una investigacion experimental de enfoque mixto. Utilizé tres dosis diferentes de
microalga (50, 100 y 150 g/L), con una dimension de 5,00 mm aproximadamente y una
concentracion de 30,1x108 células por mililitro, en 11 L de aguas residuales provenientes del
sistema de alcantarillado. Por otro lado, empled el Programa SPSS y Minitab para el analisis
de varianzay la prueba de Tukey. Entre los resultados mostré que, en promedio, los nitratos
en los tratamientos oscilaron entre 4,03 y 18,23 mg/L. Asimismo, los fosfatos variaron entre
3,23y 13,54 mg/L. Del mismo modo, la dosis de 150 g/L presentd 83,14 % de remocion de
nitratos, mientras que las dosis de 50 y 100 g/L removieron un 23,70 y 56,10 %,
respectivamente. Con respecto a los fosfatos, los porcentajes de remocion fueron 39,50;
64,40 y 85,60 % en los tres tratamientos, respectivamente. El autor concluy6 que la

microalga Chlorella peruviana posee amplia capacidad para la remocion de nitratos y



fosfatos, siendo la dosis de 150 g/L la dosis erigida como la éptima para ser empleada como

alternativa de solucion.

Tantte (2018) en la investigacion “Evaluacion de la capacidad depuradora de Chlorella
vulgaris Beyerinck inmovilizada en alginato para el tratamiento de aguas residuales de la
ciudad de Huaura-Lima”; tuvo como objetivo evaluar la capacidad depuradora de la
microalga Chlorella vulgaris Beyerinck en la remocién de nitrogeno, fosforo y plomo
presente en las aguas del rio Huaura, Lima - Per(. Para ello, establecié una investigacion
experimental de enfoque mixto, con cuatro tratamientos estudiados (T1: 75,00 g de
microalga+100,00 % agua residual; T2: 75,00 g de microalga+50,00 % agua residual
50,00 % agua desionizada; T3: 75,00 g de microalga+25,00 % agua residual/75,00 % agua
desionizaday T4: 75 g de microalga+12,50 % agua residual/87,50 % agua desionizada), con
tres repeticiones cada uno y un tratamiento control (75,00 g de microalga+100,00 % agua
desionizada). Caracteriz6 los parametros fisicoquimicos como el pH, conductividad,
temperatura, nitrogeno, fosforo y plomo. También, construyé fotobiorreactores de tubos de
policloruro de vinilo (PVC) de alta densidad, donde incorpord las mezclas de células
Chlorella vulgaris inmovilizadas en esferas de alginato de sodio con agua residual
recolectada de la desembocadura del rio Huaura (a una densidad de 1,40x107 cel/L) y
determind la eficiencia de remocion de nitrogeno, fésforo y plomo, en un periodo de 30 dias.
Asimismo, para el analisis estadistico utilizé un andlisis de varianza de 1 via y la prueba de
significancia de Tukey (DVS). Entre los resultados mostr6 que, en la caracterizacion, los
parametros fisicoquimicos resultaron de la siguiente manera: pH (7,80), conductividad
(740 uS /cm?), temperatura (24,00 °C), nitrégeno (8,09 mg/L), fosforo (0,38 mg/L) y plomo
(0,66 mg/L). Asimismo, indicd que el T2 obtuvo el mayor porcentaje, con un valor de
66,00 %, mientras que en el T1 un 47,00 %, siendo la remocién de plomo promedio de
57,10 %. El autor concluy6 que la microalga Chorella vulgaris inmovilizada en alginato fue
eficaz en la reduccion de nitrégeno y fosforo. Asimismo, indicd que la muestra de agua
analizada presenta contaminacion de plomo superando el estandar de calidad ambiental
(ECA) para aguas en la categoria 3: riego de vegetales y bebida de animales. Por esta razon,
recomendd evaluar la remocion de plomo con otro tipo de microalga o con consorcios

microalgales.



Avila et al. (2018) en la investigacion “Remocion de nitratos y fosfatos por cepas nativas de
Chlorella sp. (Chlorellaceae) y Chlamydomonas sp. (Chlamydomonadaceae) libres e
inmovilizadas en aguas residuales municipales”; tuvieron como objetivo determinar el grado
de capacidad de las microalgas nativas (cultivos libres e inmovilizados de Chlorella spp. y
Chlamydomonas spp.) para remover nitratos y fosfatos las Agua Residuales Municipales
(ARM). Para ello, establecieron una investigacion experimental-longitudinal, con un disefio
factorial completamente aleatorizado del tipo 22, donde el factor 1 fue representado por el
tipo de cepa (Chlorella sp. o0 Chlamydomona sp.) y el factor 2 por la forma de cultivo (libre
o inmovilizado), con cinco repeticiones cada uno y un tratamiento control. Por un lado,
inmovilizaron a Chlorella spp. y Chlamydomonas spp. utilizando 15,00 mL de medio basal
Bold con 60,00 mL de alginato al 4,00 %; luego en una mezcla de 2,10 mL de la microalga
inmovilizada, afiadieron en placas Petri de 15,00 x 100,00 mm estériles y para lograr la
gelificacion, agregaron una solucion al 2,00 % de CaCl. Por otro lado, cuantificaron la
clorofila, los nitratos (NO3) y fosfatos (PO43) en los tratamientos y pre-tratamiento.
Asimismo, utilizaron el software estadistico SPSS, version 21, para el analisis de la prueba
de Shapiro-Wilk, test de Levene, prueba T para muestras independientes, ANOVA vy test
post-hoc de Tukey. Entre los resultados, por un lado, mostraron que el porcentaje de
remocion de nitratos con muestras de Chlamydomonas spp. libre resulté 75,10 %; mientras
que la inmovilizada present6 67,10 % de eficiencia. Asimismo, la muestra libre removio un
82,10 % de fosfatos; mientras que la inmovilizada, un 78,40 %. Por otro lado, mostraron que
la Chlorella spp. libre e inmovilizada removieron 71,30 y 5,80 % de nitratos,
respectivamente; mientras que la remocion de fosfatos en la muestra libre de Chlorella spp.
fue 83,70 % y en la inmovilizada un 81,55 %. Los autores concluyeron que las dos cepas
cultivadas de forma libre o inmovilizada poseen potencial para remover de forma eficiente
a los nutrientes inorganicos en aguas residuales municipales debido a que ambos cultivos
inmovilizados, en equiparacion a su valor inicial, fueron significativos en la densidad celular
de los efluentes, especialmente de los fosfatos y a partir de ello, recomendaron utilizar
matrices naturales o sintéticas, con el fin de elegir el requerimiento méas 6ptimo para cada

efluente a tratar.

Naupari y Rojas (2017) en la investigacion “Remocién de nitrogeno total empleando la
microalga Chlamydomona reinhardtii en el efluente de un camal avicola”; tuvieron como

objetivo determinar la remocion del nitrégeno total empleando la microalga Chlamydomona
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reinhardtii en efluentes de un camal avicola, en las instalaciones de la Universidad Nacional
del Centro, Huancayo - Peru. Para ello, establecieron una investigacion experimental de
enfoque cualitativo y cuantitativo. Por un lado, aislaron la microalga de las aguas estancadas
producto de las lluvias pertenecientes al efluente de un camal avicola, en el distrito El
Tambo. Por otro lado, construyeron 8 fotobiorreactores de una capacidad de ocho L cada
uno, donde evaluaron el efecto de tres variables, tales como: la temperatura (20,00 y
26,00 °C), concentraciones iniciales de microalga (2,00 y 10,00 ppm) y el pH variable entre
8,00y 9,00, con un Disefio Factorial Completo (2°) y haciendo uso del programa MINITAB
17 para el procesamiento de datos. Entre los resultados mostraron una remocion de 69,24 %
de nitrégeno total condicionados a una temperatura de 20,00 °C, con un pH de 8,00 y un
periodo de 12 dias; mientras que los demas tratamientos con condiciones de mayor
temperatura presentaron alteraciones fisioldgicas de la microalga. Los autores concluyeron
que el método de remocidn bioldgica podria resultar como una alternativa viable para el

tratamiento de aguas residuales principalmente del camal.

1.2.Bases teoricas especializadas

1.2.1. Aguas residuales

Se les denomina a aquellas aguas que han sido modificadas por actividades humanas y que

requieren un tratamiento previo, antes de ser reusados o vertidos a un cuerpo receptor

(Organismo de Evaluacién y Fiscalizacion ambiental [OEFA], 2014).

Asimismo, pueden presentarse de diversas formas que a continuacion se detallan:

a. Tipos de agua residual

Las aguas residuales, por el uso, origen y/o caracteristicas, se pueden clasificar en:

e Agua residual doméstica: El agua residual doméstica constituye el 99 % de agua y
0,1 % de solidos suspendidos, coloidales y disueltos, considerando este minimo

porcentaje quien presenta mayores problemas para su tratamiento y disposicion (Diaz et
al., 2012).
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e Agua residual municipal: Son las que descargan los centros urbanos a las alcantarillas

con contenido de materia organica, nutrientes, patdégenos, entre otros (Lahera, 2010).

e Agua residual industrial: Las resultantes de las descargas de esta agua va a depender de

la naturaleza de la industria o actividad de cual proviene (Troconis, 2010).

e Agua negra: Son aguas que presentan orina y heces, es decir, con un alto contenido de

nutrientes, patdgenos, hormonas y residuos farmacéuticos (Lahera, 2010).

e Agua amarilla: Es la orina transportada con o sin agua con alto contenido de nutrientes,

hormonas y alta concentracion de sales (Troconis, 2010).

e Agua café: Son agua con pequefia cantidad de heces y orina con contenido de nutrientes,

patdgenos, hormonas y residuos (Arocutipa, 2013).

e Agua gris: Presentan gran cantidad de cargas de productos y detergentes, provenientes

de lavamanos, duchas y lavadoras (Arocutipa, 2013).

b. Composicion de las aguas residuales

Se encuentran compuestas generalmente por un porcentaje de agua del 99,90 % y un escaso
0,10 % de solidos suspendidos, con mayor parte de compuestos organicos, mientras que los
inorganicos con menor proporcion, siendo esta que debe ser tratado en las PTARS. Por otro
lado, el sélido en suspension es de 75,00 % y solidos filtrables con 40,00 % de un agua

residual de concentracion media que son de naturaleza organica (Raffo y Ruiz, 2014).
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c. Caracteristicas de las aguas residuales

Segun Mufioz (2008) existen tres caracteristicas esenciales de las aguas residuales tales

como:

Caracteristicas fisicas

Los sdlidos totales son los principales componentes fisicos de las aguas residuales, y que

concentra materia en suspension, la sedimentable, la coloidal y la disuelta.

e Solidos totales: Se obtiene de someter el agua residual a un proceso de evaporacion,

siendo el residuo final el s6lido total (Mufioz, 2008).

e Los solidos sedimentables: Es el lodo que se obtiene de la decantacion primaria del agua
tratada (Mufoz, 2008).

Caracteristicas quimicas

Las caracteristicas quimicas lo constituyen principalmente la carga organica, que se puede
expresar en materia organica, grasa, contenido organico y el contenido de la DBOs (Mufioz,
2008).

e Materia organica: Procede de desechos de alimentos, de aguas negras domésticas o
industriales, siendo descompuesta por bacterias, protozoarios y diversos organismos
mayores. Este proceso de descomposicion se lleva a cabo mediante reacciones quimicas
que requieren oxigeno para convertir sustancias ricas en energia en sustancias pobres
(Mufioz, 2008).

e Grasas de animales y vegetales: Son contaminantes que llegan a los efluentes como
parte de residuos de alimentos (mantecas, aceite y otros), siendo componentes que afectan
directamente el paso del oxigeno y otros gases beneficiosos para la vida de organismos
fotosinteticos en cuerpos de agua, siendo estos compuestos que acumulan materias en

descomposicion generando la eutrofizacion (Mufioz, 2008).
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e Medida de contenido organico. El contenido organico de las aguas residuales se resume
en la medicion de dos parametros basicos, la demanda quimica y la demanda bioquimica
de oxigeno (Mufioz, 2008).

e Demanda bioquimica de oxigeno (DBOs): Este pardmetro es uno de los més requeridos
en el anélisis del contenido organico de los cuerpos de agua a los cinco dias de incubacion
y también expresa la cantidad de oxigeno que necesitan los organismos en el proceso de

la oxidacion de la materia organica (Mufioz, 2008).

e Demanda Quimica de oxigeno (DQO): Este pardmetro es muy usado y sirve para
establecer el grado de contaminacion organica en aguas medianamente contaminadas
expresada el equivalente de oxigeno de la carga organica capaz de ser oxidada y
generalmente el valor de la DQO es mayor a los valores de la DBO obtenidos de una

misma muestra (Mufioz, 2008).

e Nitrdgeno: EI total de este nutriente puede estar constituido de nitrogeno organico,
amoniaco, nitrito y nitrato; presencia de estas formas oxidadas o reducidas del nitrégeno
sirve para establecer la condicion de contaminacidn de un cuerpo de agua, que establecen
riesgos para el hombre por su ingesta o contacto directo con compuestos como toxinas,
liberadas por floraciones de cianobacterias en ambientes eutrofizados (Céardenas y
Sanchez, 2013).

e Fdsforo: Es un elemento esencial en el crecimiento de plantas y animales, siendo uno de
los nutrientes que controla el crecimiento de las algas, ademas, el exceso de este elemento
produce un desarrollo exorbitado de algas, por condiciones inadecuadas para usos

benéficos del agua (Mufioz, 2008).

Caracteristicas bioldgicas

Lo conforman principalmente los coliformes termotolerantes. Segin Narvéez et al. (2008)
denominaron coliformes termotolerantes (CTE) al grupo de bacterias entéricas en forma de
bastoncillos, ampliamente usadas como indicadores de contaminacion fecal; ademas, el
término fue acufiado de manera reciente, ya que, con anterioridad a este mismo grupo

bacteriano, se les conocia como coliformes fecales.
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Los coliformes se encuentran compuestos, principalmente, por los géneros Escherichia y
Aerobacter, diversificandose en distintas especies, algunas de las cuales forman parte de los
entornos naturales y siendo la primera la mas compleja de identificar debido a que es una
especie de origen exclusivamente, fecal lo que indica que su presencia supone contaminacion
antropogénica. La totalidad de las bacterias del grupo coliformes son consideradas
indicadores de contaminacion fecal, debiendo ser identificadas y eliminadas de los
componentes acuaticos ya que son el origen de diversas enfermedades gastrointestinales en

el ser humano y los animales (Alejos, 2018; Feachem et al., 1983; Larrea et al., 2013).

1.2.2. Tipos de tratamientos de aguas residuales

Los tipos de tratamientos de aguas residuales son el primario, secundario y terciario (Baeza,
2018; Pérez et al., 2016).

a. Tratamiento primario

Reducen a los sélidos en suspension que comprenden sistemas como: sedimentacion,
flotacion y coagulacion. El primero es un proceso que aprovecha la diferencia de densidad
y peso entre el liquido y las particulas suspendidas, mientras que el proceso de flotacion es
empleado para la separacion de particulas sélidas en un medio liquido y, finalmente la
coagulacion es un proceso por el cual los componentes de una suspension son

desestabilizados (Fernandez y Ruiz, 2020; Lizarazo y Orjuela, 2013).

b. Tratamiento secundario

El tratamiento secundario pretende alcanzar la liberacién de impurezas de las aguas,
abarcando aquellas cuyo tamafio no les permite ser captadas por la decantacion y las rejillas,
basandose para ello, en una combinacién de métodos mecanicos y bioldgicos (Baeza, 2018).
Por otro lado, SUNASS (2018) menciona que el tratamiento secundario remueve la materia
organica biodegradable (carga organica) y los solidos en suspension, siendo necesario
cumplir los LMP de la DBOg, DQO vy sélidos suspendidos. Asimismo, las reacciones que

generan estos procesos son generalmente bioldgicas.
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¢. Tratamiento terciario

El tratamiento terciario se emplea para separar la materia residual de los efluentes de
procesos de tratamiento biologico, a fin de prevenir la contaminacion de los cuerpos de agua
receptores, u obtener la calidad adecuada para el redso, factor de importancia en la
planeacion de recursos hidraulicos donde el abastecimiento de agua potable es limitado,
como ocurre en las grandes metrdpolis de nuestro pais, asi como los elevados costos de
inversion (Baeza, 2018; Agencia de Cooperacion Internacional del Japon [JICA], 2002;
Jiménez et al., 1995). Por otro lado, consideran una mejor posibilidad para el tratamiento en
agregar uno o mas estanques en serie a una planta convencional (Pérez et al., 2016).

1.2.3. Nutrientes

Sustancias que asimiladas o adquiridas por el organismo pueden promover su desarrollo en
las aguas residuales normalmente como el nitrégeno y fésforo, asi como otros elementos
esenciales. Ademas, estas sustancias generalmente estan conformadas por elementos
quimicos importantes para la vida de muchos organismos microscépicos, para sus funciones
de almacenamiento y reutilizacién, siendo perjudiciales en grandes cantidades en los cuerpos
receptores (Garcia, 2012). De este modo, Garcia (2012) considero que las fuentes de nitratos

en las aguas residuales son las siguientes:

e Por procesos de nitrificacion aerobia.

e Uso de compuestos nitrogenados.

e Disposicion de excretas humanas y de los animales.

e Descargas de desechos municipales e industriales con altas concentraciones de
compuestos de nitrogeno.

e Residuos de carnes, salchichas, tocino y otros embutidos (utilizan nitrato de potasio como
conservante).

e Los compuestos de fosfato que se encuentran en las aguas residuales o se vierten
directamente a las aguas superficiales provienen de fertilizantes eliminados del suelo por
el agua o el viento.

e Excreciones humanas y animales.

e Detergentes y productos de limpieza.
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a. Remocion de nutrientes

Las aguas residuales, por lo general, contienen elevadas cantidades de nutrientes que podrian
generar el aumento incontrolado de poblaciones de macrdfitas e incluso ser letales para los
seres bidticos que puedan tener contacto con las mismas; todo ello, genera mala apariencia
en las aguas, problemas de olores por descomposicidn con un nivel bajo de oxigeno disuelto
y afecciones negativas en la respiracion tanto de animales acuaticos como de las plantas

adheridas en el lecho de los cursos de agua (Pérez y Camacho, 2011).

1.2.4. Biorremediacion

Segun Torres (2003) la biorremediacién es una tecnologia basada en el uso de organismos
naturales o mejorados genéticamente para recuperar sitios contaminados y proteger el medio
ambiente. Por su parte, Garzén et al. (2017) denominaron una tecnologia alternativa con el
potencial necesario para lograr una depuracion adecuada de las aguas residuales u optimizar
y modernizar los procesos de tratamientos secundarios o terciarios convencionales en las
PTAR.

Por otro lado, Ome y Zafra (2018) identificaron mediante la tecnologia de biorremediacién
seis factores clave en la depuracion de las aguas residuales como: el pH, temperatura,
oxigeno, nitrégeno, fosforo y la demanda bioquimica de oxigeno; los cuales deben ser
monitoreados de manera constante. Ademas, mencionaron que, en América del Sur, la
frecuencia de uso de la biorremediacion como alternativa de tratamiento de las aguas

residuales es muy baja, a diferencia de Asia, Europa y Norte América.

a. Tipos de biorremediacion

El tratamiento de las aguas residuales mediante la tecnologia de biorremediacion se divide

en tres tipos (Ome y Zafra, 2018).

Depuracion natural: En la cual las aguas residuales son depuradas naturalmente por accién

de los microorganismos nativos (Ome y Zafra, 2018).
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Bioestimulacion: Es la mezcla del suelo de la capa superficial con los depdsitos de recortes,
asi como proporcionar a la mezcla condiciones adecuadas para la vida microbiana como

aireacion, humedad y nutrientes (Rivera et al., 2018).

Bioaumentacion: Denominado como aquello en la que se inoculan al suelo
microorganismos (nativos o exdgenos) con capacidad comprobada para la degradacion de

contaminantes presentes en el suelo multiplicados in vitro (Windevoxhel et al., 2011).

1.2.5. Tratamiento de aguas residuales con microalgas

En el tratamiento de aguas residuales con microalgas se aprovechan el rapido crecimiento
de estas y la capacidad de eliminacion de nutrientes (Candela, 2016). La eliminacion de
nutrientes es basicamente un efecto de asimilacion de nutrientes a medida que crecen las
algas, pero también ocurren otros fenémenos de eliminaciéon de nutrientes, por ejemplo,
volatilizacién de amoniaco y precipitacion de fésforo como resultado del elevado pH
inducido por las algas (Aguilar, 2020). Algunos informes revelan que una gran parte, a veces
hasta el 90,00 %, de la eliminacion de fésforo se debe a este efecto. Ademas del tratamiento
terciario, las microalgas pueden proporcionar variaciones del pH durante la fotosintesis y

generar un efecto desinfectante sobre las aguas residuales (Ajayan, 2015).

El término microalgas se refiere a todas las algas demasiado pequefias para ser visto
correctamente sin microscopio, y a menudo incluye tanto microalgas eucariotas como
cianobacterias procariotas (Ruiz, 2011). La caracteristica comdn mas importante de todas
las microalgas y cianobacterias eucariotas es que tienen fotosintesis que genera oxigeno y
que utilizan nutrientes inorganicos y carbono (Gonzalez, 2016). La biomasa de microalgas
puede ser utilizado para la produccion de gas hidrégeno, conversion de bioenergia y

produccidn de sustancias farmacéuticas o alimentos (Aguilar, 2020; Becker, 1994).

a. Crecimiento de algas

El tratamiento exitoso de las aguas residuales con microalgas requiere un buen crecimiento
y comprensién de los factores que afectan el crecimiento (Gonzélez, 2016). La tasa de

crecimiento de algas y cianobacterias estd influenciada por factores fisicos, factores
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quimicos y bioldgicos (Ruiz, 2011). El primer factor comprende a la luz y la temperatura,
mientras que el segundo abarca la disponibilidad de nutrientes y el diéxido de carbono vy,
finalmente el tercero contempla la competencia entre especies, pastoreo de animales e

infecciones viricas (Aguilar, 2020; Becker, 1994).

b. Carbono y nutrientes

Las algas son autotrofas, es decir, pueden sintetizar moléculas organicas mismas a partir de
nutrientes inorganicos. Una formula estequiométrica para los elementos mas comunes en
una la célula de algas promedio es C106H181045N16P, Yy l0s elementos debe estar presente en
estas proporciones en el medio para un crecimiento Gptimo. Altas proporciones entre
nitrogeno y fosforo, aproximadamente 30:1, sugieren limitacion de P, mientras que
proporciones bajas de aproximadamente 5:1 sugieren limitacion de N (Valera, 2018). Segun
las proporciones que se encuentran con mayor frecuencia en las aguas residuales, el fosforo
rara vez limita el crecimiento de algas, pero el nitrogeno actta como inhibidor (Lopez et al.,
2017). Sin embargo, las aguas residuales exponen a las algas, de forma permanente, a un
alto grado de concentraciones de nutrientes, llegando a alcanzar una magnitud 3 veces mayor
al limite establecido para condiciones normales y limitando su crecimiento en base al
carbono y la luz (Ruiz, 2011). Asimismo, la velocidad a la que una célula de algas absorbe
un nutriente especifico depende de la diferencia entre la concentracién (dentro y fuera de la
celda), las tasas de difusion (limitadas por el grosor), la transferencia tanto de masa, como

de la tasa de nutrientes y metabolitos (Moster y Grobbelaar, 1987).

Carbono

las microalgas asimilan carbono inorganico en la fotosintesis (Ruiz, 2011; Becker, 1994).
La energia solar se convierte en energia quimica con oxigeno (Oz2) como subproducto, y en
un segundo paso la energia quimica se utiliza para asimilar el diéxido de carbono (CO2) y
convertirlo en azlcares (Becker, 1994). La formula estequiométrica general para la

fotosintesis es:

6 H20 + 6 CO2 + luz = CgH1206 + 6 O2
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Los carbonos inorgénicos que normalmente utilizan las microalgas son el CO2 y el HCOs,
este ultimo requiere la enzima anhidrasa carbdnica para convertirlo en COz (Ruiz, 2011;
Garcia, 2010). Junto a estos, las algas pueden utilizar carbono organico, como &cidos
organicos, azucares, acetato o glicerol (Capa, 2022). Este metabolismo heterotrofico es
probablemente significativo en estanques cargados de residuos, donde las cosechas de algas
en pie pueden ser muy elevadas y, en consecuencia, agotarse el dioxido de carbono
(Gonzalez, 2016). Las fuentes de carbono organico pueden asimilarse quimio o
fotoheterotréficamente. En el primer caso, el sustrato organico se utiliza tanto como fuente
de energia (a través de la respiracion) y como fuente de carbono, mientras el segundo caso,
la luz es la fuente de energia (Aguilar, 2020). En las algas el modo de nutricion del carbono
se puede cambiar de la autotrofia a la heterotrofia cuando se cambia la fuente de carbono;

este es el caso del verde algas Chlorella y Scenedesmus (Aguilar, 2020; Becker, 1994).

Se puede proporcionar dioxido de carbono atmosférico a los cultivos de algas mediante
aireacion. Sin embargo, dado que la concentracion atmosférica ambiental (0,033 %) esta
lejos y por debajo del 6ptimo para el crecimiento de algas, es necesario suministrar diéxido
de carbono adicional (Garcia, 2010). Esto se puede lograr proporcionando a los cultivos aire
enriquecido con 1,00 a 5,00 % de CO». La cantidad de CO> disuelto en agua varia mucho al
pH, donde la adicion de CO> da como resultado una disminucion del pH (Aguilar, 2020). A
un pH mayor que 9,00, la mayor parte del carbono inorgénico se transforma en carbonato
(COs%) que no pueden ser asimilados por las algas (Ladino, 2010). La menor disponibilidad
de CO:z puede actuar como limitante para el crecimiento de las algas; no obstante, el poco
uso de la adicion de CO: se justifica debido a que se constituye como una de las medidas
mas costosas aplicables a los cultivos masivos de algas de alta densidad (Ladino, 2010;
Moster y Grobbelaar, 1987).

Nitrégeno

El nitrégeno (N), ademas del carbono (C), es el segundo nutriente mas importante para las
microalgas, ya que puede comprender mas de 10,00 % de la biomasa (Hernandez y Labbég,
2014). El nitrégeno existe en muchas formas, y los compuestos nitrogenados mas comunes
asimilados por microalgas son amonio (NH*") y nitrato (NO3") (Oscanoa et al., 2021). El

compuesto preferido es el amonio, y cuando esta disponible, no hay fuentes alternativas de
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nitrdgeno que pueda ser asimilado (Puente, 2021; Paredes, 2013). Sin embargo, las
concentraciones de amonio superiores a 20 mg de amonio por litro no son recomendado
debido a la toxicidad del amoniaco (Puente, 2021). Ademas de estos compuestos
nitrogenados, urea y nitrito se pueden utilizar como fuentes de nitrégeno (Paredes, 2013).
Sin embargo, la toxicidad del nitrito a concentraciones més altas lo hace menos conveniente
(Mostert y Grobbelaar, 1987). Las cianobacterias también son capaces de asimilar los
aminoacidos arginina, glutamina y la asparagina y algunas especies pueden fijar nitrégeno
(N2) (Buxens, 2011). De todas las fuentes de nitrogeno, esta fijacion de nitrégeno es el méas
demandante de energia y solo ocurre en algunas cianobacterias cuando no hay otros
compuestos nitrogenados disponible en cantidades suficientes (Paredes, 2013). Las
microalgas pueden absorber nitrégeno en exceso de las necesidades metabolicas inmediatas,
lo que se denomina consumo de lujo, esto puede ser utilizado mas tarde en el caso de la falta
de (Mostert y Grobbelaar, 1987).

Fésforo

El fésforo es otro macronutriente esencial para crecimiento, que es absorbido por las algas
como ortofosfato inorganico (POs>) (Fernandez, 2014). La captacion de ortofosfato es un
proceso activo que requiere energia. Fosfatos organicos pueden convertirse en ortofosfatos
por fosfatasas en la superficie celular, y esto ocurre especialmente cuando el fosfato
inorganico es escaso (Buades et al., 2017). Las microalgas pueden asimilar el fosforo en
exceso, que se almacena en las células en forma de granulos de polifosfato (volutina)
(Buades et al., 2017; Mostert y Grobbelaar, 1987). Estas reservas pueden ser suficientes para
un crecimiento prolongado en la ausencia de fosforo disponible. La tasa de crecimiento por
lo tanto de un alga puede no responder de inmediato a los cambios de la concentracién
externa de fésforo, en contraposicion a las respuestas inmediatas a la temperatura y la luz
(Buades et al., 2017; Fernandez, 2014). Las algas cultivadas en aguas residuales pueden, por
tanto, contener cantidades mucho maés altas de fosforo de lo normal (Mostert y Grobbelaar,
1987).

Otros nutrientes

El nitrégeno y el fésforo son macronutrientes, que son necesarios en grandes cantidades para

el crecimiento (Fernandez, 2014; Paredes, 2013). Otros macronutrientes son azufre, potasio,
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calcio y magnesio. Micronutrientes, que se necesitan en mas pequefias cantidades son
manganeso, molibdeno, cobre, hierro, zinc, boro, cloruro y niquel (Rodriguez y Flérez,
2004). Ademas, algunos elementos pueden ser esenciales para ciertas especies de algas,
como sodio, silicio, cobalto, yodo, vanadio y selenio (Rodriguez y Flérez, 2004; Oliver y
Ganf, 2000). Para evitar la limitacion del crecimiento por micronutrientes, estos a menudo
se agregan juntos a cultivos comerciales de algas con un agente quelante como el EDTA
(Oliver y Ganf, 2000).

c. Luz, temperaturay potencial de hidrégeno (pH)

Luz

Las microalgas son fototrofas, 1o que significa que obtienen energia de la luz (Ruiz, 2011;
Garcia, 2010). Sin embargo, algunas algas pueden crecer en la oscuridad usando compuestos
organicos simples como fuente de energia y carbono (Gonzélez, 2016). La energia de la luz
se convierte en energia quimica en la fotosintesis, pero una gran parte se pierde en forma de
calor (Aguilar, 2020; Capa, 2022). Asimismo, en estanques al aire libre, mas del 90,00 % de
la energia solar incidente total se puede convertir en calor y menos del 10,00 % en energia
quimica (Aguilar, 2020; Borowitzka, 1998). Algunos autores informan una eficiencia de
conversion de la luz solar en energia quimica de solo el 2,00 % (Borowitzka, 1998). Hay
varias estrategias que utilizan las microalgas para permanecer cerca de la superficie del agua
con el fin de atrapar suficiente luz, estas estrategias tienen como objetivo disminuir la
gravedad especifica y de ese modo minimizar la velocidad de hundimiento (Garcia, 2010;
Ruiz, 2011). Ejemplos de lo mencionado son acumulacién de grasa, produccion de mucilago,
acumulacién selectiva de iones (los iones monovalentes tienen una gravedad especifica mas
baja) y flotabilidad entre algunas cianobacterias que flotan debido a las vacuolas de gas; no
obstante, debido a que no todas las microalgas poseen la capacidad de flotar en la superficie,
el hecho de mantenerse en la parte mas profunda de un recipiente de cultivo tiende a limitar
a las mismas con respecto a la recepcion de la luz necesaria para su correcto desarrollo,
siendo el agua la que absorbe la radiacion activa fotosintética (PAR) (Borowitzka, 1998).
Ademas, en los cultivos densos, las propias algas pueden disminuir la disponibilidad de luz
debido al sombreado interno (Borowitzka, 1998; Garcia, 2010; Ruiz, 2011). Cuando se
cultiva en aguas residuales crudas, este efecto de sombreado también puede ser agravado

aun mas por un alto contenido de material particulado (Borowitzka, 1998). Para evitar esto,
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la turbulencia es esencial, ya que expone todas las células a la luz durante al menos periodos
cortos, por lo que hace posible una alta productividad (Borowitzka, 1998; Capa, 2022). La
forma mas facil de evitar que los cultivos de algas se limiten a la luz es disminuir la
profundidad del recipiente de cultivo (Borowitzka, 1998; Ruiz, 2011). Generalmente, se
recomiendan profundidades de entre 15,00 y 50,00 cm; sin embargo, durante el invierno se
recomiendan profundidades no mayores a 20,00 cm, porque superiores a esta, disminuyen
notablemente la produccion (Borowitzka, 1998; Gonzalez, 2016). Asimismo, demasiada luz
también puede causar efectividad fotosintética reducida, que se conoce como fotoinhibicion;

por lo que la intensidad luminosa deberia estar equilibrada en el sistema (Borowitzka, 1998).

Temperatura

El aumento de temperatura mejora el crecimiento de algas hasta que se alcanza la
temperatura 6ptima, pero un mayor aumento de la temperatura conduce a una disminucién
en la tasa de crecimiento (Jimenez y Castillo, 2021; Steller et al., 2007). El
sobrecalentamiento de los cultivos de algas es un problema especialmente en climas
himedos donde se inhibe la evaporacién. A bajas temperaturas, las microalgas se
fotoinhiben facilmente por las altas intensidades de luz. Esta sensibilidad a la luz brillante a
bajas temperaturas puede representar un problema operativo. A temperaturas cercanas a las
Optimas para el crecimiento, las microalgas pueden tolerar mejor las altas intensidades de
luz antes de inhibirse (De la Nole et al., 1992; Yepes y Silveira, 2011). Generalmente, las
temperaturas alrededor 15,00-25,00 °C parece adaptarse a la mayoria de las especies de
algas, incluso aquellas que se adaptan al crecimiento a temperaturas mas frias (De la Noue
et al., 1992; Jimenez y Castillo, 2021; Steller et al., 2007). Para permitir temperaturas mas
altas en cultivos de algas, invernaderos puede ser una solucion en latitudes mas altas (De la
Note et al., 1992).

Potencial de hidrogeno (pH)

La tasa de crecimiento de microalgas y la composicion de especies pueden verse también
afectado por el pH (Gémez et al., 2021). En cultivos de algas, el pH suele aumentar debido
a la asimilacion fotosintética de CO> (Beltran et al., 2017; Gomez et al., 2021). Los valores
de pH superiores a 10,00 son frecuentes cuando no hay CO2 suministrado, y el pH puede

alcanzar 11 o més si se la limita y el bicarbonato se utiliza como fuente de carbono (Beltran
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et al., 2017). En estanques de algas de alta tasa, este aumento de pH puede compensarse
mediante la respiracion mas profunda en los estanques, y el pH luego se puede regular
dejando entrar mas material organico y por lo tanto mejorando la respiracion (Becker, 1994;
Valenzuela et al., 2005). El pH tambiéen afecta la disponibilidad de carbono inorganico;
incluso si el pH es alto por otras razones que no sean el agotamiento de CO> fotosintético
(Becker, 1994; Beltran et al., 2017).

La absorcion de nitrogeno por las algas también afecta el pH en el medio (Beltran et al.,
2017; Oscanoa et al., 2021). La asimilacion de iones de nitrato tiende a aumentar el pH, pero
si se usa amoniaco como fuente de nitrogeno, el pH del medio puede disminuir hasta 3, que
es demasiado acido para soportar el crecimiento (Oscanoa et al., 2021; Puente, 2021). Un
pH alto puede provocar la precipitacion de fosfato en el medio por la formacion de fosfatos
de calcio, pero estos pueden volver a disolverse si el pH baja. Si la concentracién de
amoniaco es alta a pH alto, la fotosintesis se inhibira (Beltran et al., 2017; Oscanoa et al.,
2021; Oswald, 1988). El pH alto puede también inducir la floculacién de algunas algas, que
a su vez conducen a la reduccion de la absorcion y el crecimiento de nutrientes, generando

el tamafio adecuado para facilitar su recoleccion (Oswald, 1988).
1.2.6. Chlorella spp.
a. Morfologia
Segun Oswald (1998), Chlorella es una célula microscopica esférica con un diametro de
2,00-10,00 um y tiene muchos elementos estructurales similares a las plantas y presenta las
principales estructuras visualizadas en la Figura 1.
Pared celular
Safi et al. (2014) mencionan lo siguiente:
La rigidez preserva la integridad de la celda y es basicamente una proteccidn contra

los invasores y el medio ambiente hostil. Varia segiin cada fase de crecimiento.

Durante su formacion temprana en su autosporangia, la pared celular recién formada
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permanece fragil, formando una capa unilaminar de densidad electronica delgada de
2,00 nm. La pared celular de la célula hija aumenta gradualmente de grosor hasta que
alcanza 17,00-21,00 nm después de la maduracion, donde una microfibrilla forma
una capa que representa una capa similar al quitosano compuesta de glucosamina,
que explica su rigidez. En la etapa de madurez, el espesor de la pared celular y la
composicion no son constantes porque su crecimiento puede cambiar de acuerdo con

las condiciones del medio ambiente (p. 269).

Figural
Ultraestructura esquematica de Chlorella que representa diferentes organulos

Chicioplast envelope

Nota. Diagrama tomado de Safi et al. (2014). Morphology, composition, production, processing and
applications of Chlorella vulgaris: A review [Morfologia, composicién, produccién, procesamiento y
aplicaciones de Chlorella vulgaris: una revisién]. 35 p. 269. https://doi.org/10.1016/j.rser.2014.04.007

Citoplasma

Safi et al. (2014) mencionan lo siguiente:
Es la sustancia gelatinosa confinada dentro de la barrera de la membrana celular y
estd compuesta de agua, proteinas solubles y minerales. Chlorella alberga organulos

internos como mitocondrias, un ndcleo pequefio, vacuolas, un solo cloroplasto y el

cuerpo de Golgi. (p. 269)
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Mitocondria

Cada mitocondria contiene algunos materiales genéticos y tiene una membrana de doble
capa, la membrana rodea todo el exterior del organulo y se compone de una proporcion igual
de proteinas y fosfolipidos (Solomon et al., 1999). Sin embargo, la membrana interna esta
compuesta por tres veces mas proteinas que fosfolipidos; rodea el espacio interno llamado

matriz, que contiene la mayoria de las proteinas mitocondriales (Solomon et al., 1999).

Cloroplasto

Chlorella tiene un solo cloroplasto con doble envoltura membranosa compuesta de
fosfolipidos; la membrana exterior es permeable a metabolitos y iones, pero la membrana
interna tiene una funcién mas especifica sobre el transporte de proteinas (Diaz, 2020). Asi
mismo, los granulos de almidén, compuestos de amilosa y amilopectina, se puede formar
dentro del cloroplasto, especialmente durante condiciones desfavorables de crecimiento
(Den et al., 1995; Diaz, 2020). También almacena un grupo de tilacoides fusionados, donde
el pigmento dominante clorofila se sintetiza enmascarando el color de otros pigmentos como
la luteina y durante el estrés por nitrdgeno, los glébulos de lipidos se acumulan

principalmente en el citoplasmay el cloroplasto (Den et al., 1995).

b. Reproduccion

Safi et al. (2014) mencionan lo siguiente:

La microalga Chlorella es una célula reproductora inmdvil (autospora) que se
reproduce asexual y rapidamente. Por lo tanto, dentro de las 24 h, una celda de
Chlorella cultivada en condiciones dptimas se multiplica por autosporulacion, la cual
es la reproduccion asexual mas comdn en las algas. De esta manera, cuatro células
hijas que tienen su propia pared celular se forman dentro de la pared celular de la
célula madre. Después de la maduracion de estas células la pared celular se rompe,
lo que permite la liberacion de las células hijas y los restos restantes de la célula

madre se consumiran como alimento por las células hijas recién formadas. (p. 269)
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1.2.7. Formulacién de hipoétesis

Hipotesis General

La eficiencia de Chlorella spp. inmovilizada en alginato en la remocion de contaminantes
de las aguas residuales municipales del distrito de Llamellin, Ancash es superior al 70 % en

todos los tratamientos.

Hipotesis Especificas

e Los parametros fisicoquimicos y microbiologicos (coliformes termotolerantes, demanda
bioquimica de oxigeno, demanda quimica de oxigeno, solidos suspendidos totales, pH 'y
temperatura) de los efluentes de la PTAR de Llamellin, antes de los tratamientos con la
microalga Chlorella spp. inmovilizada en alginato, son superiores a los valores
establecidos en los Limites Maximos Permisibles (LMP).

e Los parametros fisico-quimicos (DQO, DBO, Solidos suspendidos totales) y
microbioldgicos (coliformes termotolerantes) del efluente de la PTAR de Llamellin
sometida a la actividad remediadora de Chlorella spp., se reducen por encima del 70 %y
resultan por debajo del LMP; siendo los coliformes termotolerantes y DBO con mayor y

menor remocion, respectivamente.
e La mayor variacion de la biomasa de Chlorella spp. antes y después de los tratamientos,

se obtiene con el tratamiento 4 (100 mL de cultivo inmovilizado+ 350 mL de agua

residual), con un incremento algal superior al 60 % con respecto a la biomasa inicial.
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CAPITULO Il: MATERIALES Y METODOS

2.1.Disefio de investigacion

La presente investigacion fue experimental, con enfoque cuantitativo, porque se
manipularon a las variables independientes en los diferentes tratamientos establecidos
(Hernéndez et al., 2014).

2.2.Lugar y fecha

La investigacion se desarrolld en las instalaciones del Laboratorio de Microbiologia y
Biotecnologia de la Universidad Catolica Sedes Sapientiae, en los meses de agosto a
diciembre del 2020.

2.3.Descripcion del experimento

2.3.1. Toma de muestras de agua residual

Las muestras de agua residual fueron colectadas de la Planta de tratamiento de Aguas
residuales (PTAR) de Llamellin, Ancash (Apéndice 1y Figura 2); y estuvo conformadas por
50,00 L de efluente liquido. La toma de muestras se realizo siguiendo la metodologia
establecida en el Protocolo de Monitoreo de la Calidad de Los Efluentes de las Plantas de
Tratamiento de Aguas Residuales Domésticas 0 Municipales, aprobado por Resolucion
Ministerial N° 273, en la cual se establecen aspectos como: identificacion del punto de
monitoreo del efluente, segun sus caracteristicas y accesibilidad; pardmetros de calidad a
evaluar, toma de muestras, preservacion, rotulado y transporte respectivo; asi como el
aseguramiento y control de las muestras (Ministerio de Vivienda, Construccion y
Saneamiento [MVCS], 2013).
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2.3.2. Caracterizacion de las muestras de efluente provenientes de la PTAR Llamellin

Las muestras de agua provenientes de la PTAR Llamellin (Figura 2), fueron caracterizadas
en el Laboratorio de Microbiologia y Biotecnologia de la Universidad Catdlica Sedes
Sapientiae, para la determinacién de los pardmetros tales como: coliformes termotolerantes,
demanda bioquimica de oxigeno, demanda quimica de oxigeno, pH, Solidos Suspendidos

Totales (SST) y temperatura (Tabla 1).

Figura 2
Mapa de ubicacion de la planta de tratamiento de aguas residuales de Llamellin, Ancash
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Nota. Se muestra la ubicacion del PTAR, con componentes considerados en el disefio hidraulico de tratamiento.

29



Tabla 1
Métodos de analisis de los parametros en el laboratorio

Pardmetros Método Unlda_d de Referencia
medida
DBO Winkler modificada mg/L (Fernandez y Curt, 2013)
DQO Fotometria mg/L (Fernandez y Curt, 2013)
Coliformes fecales NMP NMP/100 L (APHA, 1992)
pH Potenciometria Rango de pH (APHA, 1992)
Temperatura Método convencional °C (APHA, 1992)
SST Método gravimétrico mg/L (APHA, 1992)

Nota. Todos los parametros han sido determinados con método estandarizados.

2.3.3. Obtencion de la microalga Chlorella spp.

Se obtuvo una cepa pura de la microalga Chlorella spp. del Instituto del Mar del Perd
(IMARPE), la cual fue luego cultivada en masa utilizando una solucién hidropénica estandar
de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Las proporciones para la preparacion de
las soluciones fueron de 2,50 mL de “solucion A” y 1,00 mL de “solucion B” por cada litro
de solucion hidroponica final, seguido por el conteo celular utilizando la camara de
Neubauer hasta alcanzar una cantidad superior a 10 células/L, tal como lo recomienda
Tantte (2018). La cantidad referida fue alcanzada a los 10 dias de iniciado el cultivo.

2.3.4. Inmovilizacion del alga Chlorella spp. en esferas de alginato

Para la inmovilizacion del alga se mezclaron 100,00 mL de agua destilada en un beaker con
4,00 g de alginato de sodio. Posteriormente, se calenté cuidadosamente la mezcla con la
finalidad de disolver uniformemente el alginato y dejandose enfriar a temperatura ambiente.
De forma subsecuente, se afiadi6 45,00 mL de un cultivo de la microalga en una
concentracion de 10,90x107 células/L para obtener esferas de alginato las cuales fueron

depositadas en recipientes de vidrio de 400,00 mL de capacidad.
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2.3.5. Medicién de la demanda bioquimica de oxigeno (DBO), demanda quimica de
oxigeno (DQO), solidos suspendidos totales (SST), temperatura y potencial de
hidrégeno (pH)

Cada semana se tomaron muestras de 20,00 mL de los tratamientos para medir la DBO,
DQO, SST, temperatura y pH durante todo el periodo de experimentacién, que fue de 3
semanas, sin incluir el periodo de crecimiento de la microalga de 10 dias. Con estos datos,
se calculo el porcentaje de remocion segin Aslan y Kapdan (2006), y los LMP para los

efluentes de Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales domésticas o municipales.

2.3.6. Determinacion de la variacion de la biomasa Chlorella spp. después de los

tratamientos

La concentracion inicial para la presente investigacion fue el registrado en el dia 10 del
crecimiento de la microalga en el proceso de cultivo; la misma que, al igual que la
concentracion final, fue determinada por el conteo celular utilizando la camara de Neubauer,

aplicando la siguiente ecuacion (Tantte, 2018):

l
an 50 x 103 (ﬁ)
mL

Donde:

n: numero de microalgas contadas en cinco cuadrantes de la camara.
2.3.7. Analisis de la contaminacion microbiol6gica

Fue determinada la cantidad de coliformes fecales (Cf) usando el método del nimero mas
probable (NMP) a través de la prueba confirmativa de microorganismos coliformes fecales;
para lo cual se transfirieron 1,00 mL de la muestra a analizar a un tubo de 16 x 150 mm que
contenga 9,00 mL de agua destilada estéril (dilucion 1/10). A partir de la mezcla anterior se
incorporaron 1,00 mL a otro tubo que contenia 9,00 mL de agua estéril (dilucion 1/100);
estos pasos se siguieron hasta conseguir una dilucién 1/1000. Estas muestras de agua residual
diluidas fueron trasferidas a tubos que contenian caldo verde brillante (BRILA), con

campanas de Durham, homogenizandose y sometiéndose a una incubacion de 35,00 °C de

31



24 a 48 horas. Finalmente, fueron registrados como positivos aquellos tubos en donde se
observd turbidez (crecimiento) y produccién de gas, tal como lo refiere Camacho y Ariosa
(2000).

2.4. Tratamientos

La presente investigacion cont6 con cinco tratamientos, con tres repeticiones cada uno que
se detallan en la Tabla 2; mismos que estuvieron constituidos por 350,00 mL de agua residual
provenientes de la PTAR, a los que se afiadieron diferentes volimenes de la microalga
inmovilizada en esferas de alginato de sodio, con poblaciones de la microalga Chlorella spp.,

en concentraciones de 10,90x107 cél/L.

Tabla 2
Descripcion de los tratamientos en base a las distintas concentraciones de la microalga
Tratamiento Descripcion
TO (control) 350 mL de agua residual
Tl 10 mL de cultivo inmovilizado+ 350 mL de agua residual
T2 20 mL de cultivo inmovilizado+ 350 mL de agua residual
T3 50 mL de cultivo inmovilizado+ 350 mL de agua residual
T4 100 mL de cultivo inmovilizado+ 350 mL de agua residual

Nota. En todos los tratamientos se utilizaron la misma cantidad de agua residual.

2.5.  Unidades experimentales

En esta investigacion se ejecutaron 3 repeticiones para 5 tratamientos, los cuales

representaron 15 unidades experimentales.

2.6. Identificacién de variables y su mensuracion

Las variables y su mensuracion se describen en Tabla 3, tomando en cuenta los parametros

con la variable de estudio.
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Tabla 3
Variables de estudio

Variables de estudio Descripcion Mensuracion

Chlorella spp.

Independiente . . : Analisis en laboratorio.
inmovilizada en alginato

Remocion de

contaminantes de las

Dependiente aguas residuales %R = (Ci _ Cf) x 100
C:
municipales del distrito '

de Llamellin, Ancash

Nota. La formula del porcentaje de remocién (%R) corresponde al establecido por Aslan y Kapdan (2006).

2.7.  Disefo estadistico del experimento

En la presente investigacion se uso el Disefio de Blogques Completamente Aleatorizados
(DBCA), en la que se estudié el efecto de dos factores, el cual vario en los distintos
tratamientos planteados con sus respectivas mediciones por semanas (3), tal como se

describe a continuacion:

Yij= B0 + B1+T1 + B2xT2 + B3+T3 + B4 +T4+ B5=*Semana_j+ ¢;

Donde:

- Yij: variable dependiente (remocion de contaminantes).

- BO: interseccion (el efecto del tratamiento de control TO).

- B1, B2, B3 y p4: coeficientes que representan el efecto de cada tratamiento en comparacion
con el control.

- B5: efecto de la medicion semanal (1, 2 y 3).

- &jj. error experimental.

Interpretacion:

- B0: Representa el efecto base de no afiadir cultivo inmovilizado (T0).
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- B1, B2, B3, P4: Indican como cada tratamiento (T1 a T4) afecta la variable dependiente en
relacion con el control.

- B5: Muestra como la variable dependiente cambia a lo largo de las semanas.

Este modelo permitio evaluar tanto el efecto de los diferentes tratamientos como el efecto
del tiempo (semanas) en la respuesta que estas investigando.

2.8.  Anadlisis estadistico de datos

Para determinar las diferencias estadisticas entre los tratamientos se realizé un Analisis de
Varianza (ANOVA) a un nivel de significancia del 5 % (o= 0,05), en el software estadistico
SPSS v. 22. Ademas, se realizo la comparacion de medias mediante la prueba de Tukey con
a=0,05.

2.9. Materiales de laboratorio

e Materiales de vidrio: Pipetas de 10 mL, una cAmara de Neubauer, frascos de Erlenmeyer
de 500 ml y un termdmetro ambiental.

e Materiales de plastico: botellas de plastico de 2 L, botellas de plastico de 7 L, jeringas
de 20 mL y probeta de 500 ml.

e Equipos: aireadores para pecera AP-408A, autoclave, microscopio, GPS Garmin,
multiparametro YSI® 556 MPS, balanza, pistola de soldar ALMOS y un multimetro.

e Reactivos: Hipoclorito de sodio, alginato de sodio, cloruro de calcio (CaClz), declorador

liquido comercial para acuario y solucion hidropénica.
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CAPITULO I1I: RESULTADOS

3.1.Caracterizacion de los parametros fisico-quimicos y microbiolégicos de los
efluentes de la PTAR de Llamellin, antes de los tratamientos con la microalga

Chlorella spp. inmovilizada en alginato

La Tabla 4 muestra los resultados de la caracterizacion fisico-quimico inicial de la muestra
efluente de agua provenientes de la Planta de tratamiento de aguas residuales de Llamellin.
De acuerdo con los resultados obtenidos, tres de los seis parametros (50,00 %) evaluados no
cumple con los Limites Maximos Permisibles para los efluentes de Plantas de Tratamiento
de Aguas Residuales Domésticas o Municipales (MINAM, 2010).

Tabla 4
Caracteristicas fisico quimicas iniciales del agua residuales efluente del PTAR Llamellin,
Ancash
LMP para Cumplimiento
Parametros Unidades Resultados agua de LMP para
residual agua residual
Coliformes
NMP/100 mL 6 000,00 10 000,00 Sl
termotolerantes
Demanda bioquimica
] mg/L 120,00 100,00 NO
de oxigeno (DBO)
Demanda quimica de
) mg/L 420,00 200,00 NO
oxigeno (DQO)
pH Unidades 7,05 6,50-8,50 Sl
Solidos Suspendidos
mg/L 180,00 150,00 NO
Totales (SST)
Temperatura °C 21,00 <35,00 S

Nota. Los pardmetros que excedieron la norma antes mencionada fueron la DBO (20 %), DQO (110 %) vy los

SST (20 %); mientras que los coliformes termotolerantes, el pH y la temperatura si cumplieron con la norma.
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3.2.  Variacion y porcentaje de remocién de los parametros fisico-quimicos y
microbiolégicos del efluente de la PTAR Llamellin

3.2.1. Variacion y porcentaje de remocion de los coliformes termotolerantes después

de los tratamientos con Chlorella spp.

La Tabla 5 muestra los resultados de los valores de coliformes termotolerantes en los
diferentes tratamientos, con valores promedio decrecientes, en las tres semanas. El
tratamiento control (TO) mantuvo los valores mas altos de coliformes (5 846,7+55,1
5716,7£76,4 y 4 900,0+£793,7 NMP/100 mL), con respecto al valor inicial (6 000,00
NMP/100 mL); mientras que el tratamiento 4, present6 el menor valor, con 210,0+£36,1

NMP/100 mL, en la tercera semana.

Tabla 5
Valores obtenidos de los coliformes termotolerantes de efluentes de PTAR Llamellin

tratados con Chlorella spp.

Tratamientos

Semana Repeticién

Control T1 T2 T3 T4
1 5900,00 4 500,00 3 800,00 3 000,00 2 540,00
S1 2 5 850,00 4 650,00 3760,00 3200,00 2300,00
3 5 790,00 4 570,00 3600,00 3100,00 2 430,00
Promedio 5 846,7+55,1 4573,3£75,1 3720,0+105,8 3100,0+100,0  2423,3+x120,1
1 5 700,00 3650,00 2 400,00 1 900,00 1 100,00
S2 2 5 800,00 3460,00 2 560,00 1 870,00 1 250,00
3 5 650,00 3 700,00 2 870,00 1 690,00 1 090,00
Promedio 5716,7+76,4 3603,3+126,6 2 610,0+239,0 1820,0+113,6 1146,7+89,6
1 4 000,00 2 500,00 1 300,00 800,00 180,00
S3 2 5 200,00 2 200,00 1 100,00 650,00 250,00
3 5500,00 2 400,00 1 250,00 600,00 200,00
Promedio 4900,0£793,7 2366,7£152,8 1216,7+104,1 683,3+104,1 210,0+36,1

Nota. La concentracion inicial de coliformes termotolerantes fue 6000,00 NMP/100 mL.

El porcentaje de remocion de coliformes utilizando Chlorella spp. en la primera semana
oscilé entre 23,78 % (T1) y 59,61 % (T4). En la segunda semana, la eliminacion fluctud
entre 39,94 % (T1) y 80,89 % (T4). Por ultimo, en la tercera semana, la eliminacion se situo
entre 60,55 % (T1) y 96,50 % (T4) (Figura 3).
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Figura 3

Resultado de la variacion y porcentaje de remocion de coliformes termotolerantes por

Chlorella spp.
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Nota. EI Control tuvo mayor variacién y menor porcentaje de remocion.

El anélisis de la varianza (ANOVA), con grado de libertad 4 y un nivel de significancia del
5,00 % (a.=10,050; gl =n-1, gl = 4), determind que si habia diferencia estadistica significativa
entre los tratamientos (p valor < a; 0,000 < 0,050) al rechazarse la hipotesis nula de

“similitud de medias entre los grupos” (Tabla 6).
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Tabla 6

Andlisis de la varianza de los coliformes termotolerantes

Origen Suma d.e cuadrados ql Media} e Sig.
tipo 11 cuadratica
Modelo corregido 130 556 413,333 6 21759402222 188,946 ,000
Interseccion 386 086 135,556 1 386086 135,556 3352,552 ,000
Tratamientos 98 755 008,889 4  24688752,222 214,383 ,000
Semana 31 801 404,444 2 15900 702,222 138,073 ,000
Error 4376 151,111 38 115161,871
Total 521 018 700,000 45

Total corregida 134 932 564,444 44

Nota. El grado de libertad 4 es porque en el software estadistico se compararon las medias de los cuatro

tratamientos y del control.

La comparacion de medias de coliformes termotolerantes, se realizé con Tukey (a = 0,050),
el mismo que determin6 que en el tratamiento 4 se obtuvo la menor concentracién final
promedio de los coliformes (1260,00 NMP/ 100 ml) en las tres semanas de evaluacion;
resultando estadisticamente diferente a los demas tratamientos (Tabla 7). De manera general,
conforme se incrementd la biomasa de Chlorella spp. disminuy6 significativamente la

cantidad de coliformes termotolerantes en los efluentes tratados.

Tabla 7

Prueba HSD Tukey de los coliformes termotolerantes

Tratamientos N Subconjunto
1 2 3 4 5
T4 9 1 260,00
T3 9 1867,78
T2 9 2 515,56
T1 9 3514,44
T0 9 5487,78
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Nota. N es el tamafio muestral de la media.
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3.2.2. Variacion y porcentaje de la demanda bioguimica de oxigeno después de los

tratamientos con Chlorella spp.

La Tabla 8 muestra los resultados de los valores de la demanda biogquimica de oxigeno
(DBOs) en los diferentes tratamientos con valores promedio decrecientes, en las tres
semanas. El tratamiento control (TO) mantuvo los valores mas altos de DBOs (118,00+1,00,
115,00+1,00y 112,67+2,52 mg/L), con respecto al valor inicial (120,00 mg/L); mientras que
los tratamientos 3 y 4, presentaron el menor valor en la tercera semana, con 27,00£2,65 y

27,00+11,27, respectivamente.

Tabla 8
Valores obtenidos de la DBOs de efluentes de PTAR Llamellin tratados con Chlorella spp.

Tratamientos

Semana Repeticion

Control T1 T2 T3 T4
1 119,00 110,00 100,00 75,00 78,00
S1 2 118,00 112,00 98,00 69,00 77,00
3 117,00 114,00 102,00 78,00 78,00
Promedio 118,00£1,00 112,00+2,00 100,00+2,00 74,00+4,58 77,67+0,58
1 115,00 106,00 87,00 47,00 37,00
S2 2 114,00 105,00 79,00 55,00 36,00
3 116,00 103,00 83,00 54,00 34,00
Promedio 115,00+1,00 104,67+1,53 83,00+4,00 52,00+4,36 35,67+1,53
1 110,00 100,00 60,00 26,00 20,00
S3 2 115,00 90,00 45,00 25,00 21,00
3 113,00 70,00 55,00 30,00 40,00
Promedio 112,67+2,52 86,67+15,28 53,33+7,64 27,00+2,65 27,00+11,27

Nota. La concentracidn inicial de DBOs fue 120,00 mg/L.

El porcentaje de remocion de DBOs utilizando Chlorella spp. en la primera semana oscil6
entre 6,67 % (T1) y 38,33 % (T3). En la segunda semana, la eliminacion fluctué entre
12,78 % (T1) y 70,28 % (T4). Por ultimo, en la tercera semana, la eliminacion se situo entre
27,78 % (T1)y 77,50 % (T3 y T4) (Figura 4).
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Figura 4

Resultado de la variacion y porcentaje de remocion de la DBOs por Chlorella spp.
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Nota. EI Control tuvo menor porcentaje de remocion.

El andlisis de la varianza (ANOVA), con grado de libertad 4 y un nivel de significancia del
5,00 % (a.=10,050; gl =n-1, gl = 4), determind que si habia diferencia estadistica significativa
entre los tratamientos (p valor < a; 0,000 < 0,050) al rechazarse la hipdtesis nula de

“similitud, igual u homogeneidad de medias entre los grupos” (Tabla 9).
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Tabla 9
Andlisis de la varianza de la DBOs

Origen Suma d.e cuadrados gl Media} . sig.
tipo 111 cuadratica

Modelo corregido 41 794,800 6 6 965,800 67,078 ,000
Interseccion 277 851,022 1 277 851,022 2675,586 ,000
Tratamientos 32 601,422 4 8 150,356 78,484 ,000
Semana 9 193,378 2 4 596,689 44,264 ,000
Error 3946,178 38 103,847
Total 323 592,000 45
Total corregida 45 740,978 44

Nota. El grado de libertad 4 es porque en el software estadistico se compararon las medias de los cuatro
tratamientos y del control.

La comparacion de medias de la DBOs, se realizdé con Tukey (o = 0,050) (Tabla 10), el
mismo que determiné que los tratamientos 3 y 4 presentaron la menor concentracion final
de DBOs (27,00 mg/L), sin presentar una diferencia estadistica significativa. De manera
general, conforme se incrementd la biomasa de Chlorella spp. disminuyo significativamente

la DBOs en los efluentes tratados.

Tabla 10
Prueba HSD Tukey de la DBOs

Subconjunto
1 2 3 4
46,7778
51,0000

Tratamientos N

T4
T3
T2
T1
TO 115,2222
Sig. ,903 1,000 1,000 1,000

Nota. Similar comportamiento fue determinado en el porcentaje de remocidn.

78,7778
101,1111

© ©O© ©O© O O
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3.2.3. Variacion y porcentaje de la demanda quimica de oxigeno después de los

tratamientos con Chlorella spp.

La Tabla 11 muestra los resultados de los valores de la demanda quimica de oxigeno (DQO)
en los diferentes tratamientos con valores promedio decrecientes, en las tres semanas. El
tratamiento control (TO) mantuvo los valores mas altos de DQO (440,00+18,03,
466,67+15,28 y 536,67+77,67 mg/L), con respecto al valor inicial (420,00 mg/L); mientras

que el tratamiento 1, presento el menor valor, con 67,67+2,52, en la tercera semana.

Tabla 11
Valores obtenidos de la DQO de efluentes de PTAR Llamellin tratados con Chlorella spp.

Tratamientos

Semana  Repeticion

Control T1 T2 T3 T4
1 435,00 270,00 280,00 260,00 320,00
S1 2 425,00 280,00 290,00 270,00 310,00
3 460,00 290,00 310,00 250,00 280,00
Promedio 440,00+18,03 280,00+10,00 293,33+15,28 260,00+10,00 303,33+20,82
1 470,00 145,00 145,00 120,00 220,00
S2 2 450,00 120,00 170,00 110,00 210,00
3 480,00 130,00 160,00 150,00 200,00
Promedio 466,67+15,28 131,67+12,58 158,33+12,58 126,67+20,82 210,00+10,00
1 450,00 65,00 90,00 90,00 150,00
S3 2 600,00 70,00 80,00 70,00 160,00
3 560,00 68,00 78,00 88,00 140,00
Promedio 536,67+77,67 67,67+2,52 82,67+6,43  82,67+11,01 150,00+10,00

Nota. La concentracion inicial de DQO fue 420,00 mg/L. Asimismo, el promedio calculado solo corresponde

a la semana 3 de la evaluacion.

El porcentaje de remocion de DQO utilizando Chlorella spp. en la primera semana oscild
entre 33,33 % (T1) y 38,10 % (T3). En la segunda semana, la eliminacion fluctu6 entre
50,00 % (T4) y 69,84 % (T3). Por ultimo, en la tercera semana, la eliminacion se situé entre
64,29 % (T4) y 83,89 % (T1) (Figura 5).
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Figura 5

Resultado de la variacion y porcentaje de remocion de la DQO por Chlorella spp.
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Nota. El Control tuvo mayor variacion y menor porcentaje de remocion.

El anélisis de la varianza (ANOVA), con grado de libertad 4 y un nivel de significancia del
5,00 % (a.=10,050; gl =n-1, gl = 4), determind que si habia diferencia estadistica significativa
entre los tratamientos (p valor < a; 0,000 < 0,050) al rechazarse la hipdtesis nula de

“similitud, igual u homogeneidad de medias entre los grupos” (Tabla 12).
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Tabla 12
Analisis de la varianza de la DQO

Origen Suma d.e cuadrados ql Media.l . sig.
tipo 11 cuadratica
Modelo corregido 820 711,244 6 136 785,207 43,488 ,000
Interseccion 2 577 141,356 1 2577141356 819,342 ,000
Tratamientos 681 627,200 4 170 406,800 54,177 ,000
Semana 139 084,044 2 69 542,022 22,109 ,000
Error 119 524,400 38 3 145,379
Total 3517 377,000 45
Total corregida 940 235,644 44

Nota. El grado de libertad 4 es porque en el software estadistico se compararon las medias de los cuatro

tratamientos y del control.

La comparacion de medias de las concentraciones finales de la DQO, se realiz6 con Tukey
(o = 0,050), el mismo que determiné que los tratamientos 1, 2, 3 y 4 no presentaron
diferencias estadisticas entre si (p valor < a; 0,100 < 0,050); sin embargo, el tratamiento

control fue diferente a los demaés (Tabla 13). De manera general, conforme se incremento la

biomasa de Chlorella spp. disminuy0 significativamente la DQO en los efluentes tratados.

Tabla 13
Prueba HSD Tukey de la DQO
Tratamientos N subconjunto
1 2
T3 9 156,4444
T1 9 159,7778
T2 9 178,1111
T4 9 221,1111
T0 9 481,1111
Sig. ,125 1,000

Nota. Similar comportamiento fue determinado en el porcentaje de remocidn.
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3.2.4. Variacion y porcentaje de remocién de los solidos suspendidos totales (SST)

después de los tratamientos con Chlorella spp.

La Tabla 14 muestra los resultados de los valores de los sélidos suspendidos totales (SST)
en los diferentes tratamientos con valores promedio crecientes, en las tres semanas. El
tratamiento control (T0) mantuvo los valores mas altos de SST (175,00+1,00, 162,00+3,00
y 130,00+20,00 mg/L), con respecto al valor inicial (180,00 mg/L); mientras que el

tratamiento 1, presento el menor valor, con 26,67+7,64, en la tercera semana.

Tabla 14
Valores obtenidos de SST de efluentes de PTAR Llamellin tratados con Chlorella spp.

- Tratamientos
Semana Repeticion

Control T1 T2 T3 T4
1 175,00 120,00 120,00 110,00 145,00
S1 2 176,00 124,00 125,00 120,00 148,00
3 174,00 111,00 115,00 115,00 144,00
Promedio 175,00+1,00 118,336,66 120,00£500 115004500 145,67+2,08
1 162,00 65,00 78,00 105,00 120,00
S2 2 159,00 58,00 65,00 100,00 115,00
3 165,00 74,00 82,00 98,00 114,00
Promedio 162,00+3,00 6567+8,02 75,00+8,89 101,00+3,61 116,33+3,21
1 150,00 20,00 60,00 90,00 100,00
S3 2 130,00 35,00 45,00 75,00 120,00
3 110,00 25,00 55,00 82,00 105,00
Promedio 130,00+20,00  26,67+7,64 53,33+7,64 82,33+751  108,33+10,41

Nota. La concentracidn inicial de SST fue 180,00 mg/L. Asimismo, el promedio calculado solo corresponde a

la semana 3 de la evaluacion.

El porcentaje de remocién de SST utilizando Chlorella spp. en la primera semana oscild
entre 19,07 % (T4) y 36,11 % (T3). En la segunda semana, la eliminacién fluctuo entre
35,37 % (T4) y 63,52 % (T1). Por Gltimo, en la tercera semana, la eliminacion se situd entre
39,81 % (T4) y 85,19 % (T1) (Figura 6).
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Figura 6

Resultado de la variacion y porcentaje de remocion de SST por Chlorella spp.
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Nota. El Control tuvo mayor variacion y menor porcentaje de remocion.

El andlisis de la varianza (ANOVA), con grado de libertad 4 y un nivel de significancia del
5,00 % (a.=10,050; gl =n-1, gl = 4), determind que si habia diferencia estadistica significativa
entre los tratamientos (p valor < a; 0,000 < 0,050) al rechazarse la hipdtesis nula de

“similitud de medias entre los grupos” (Tabla 15).
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Tabla 15

Andlisis de la varianza de SST

Origen Suma d.e cuadrados gl Media} . sig.
tipo 111 cuadratica

Modelo corregido 64 229,600 6 10 704,933 65,994 ,000
Interseccion 508 592,356 1 508 592,356  3135,362 ,000
Tratamientos 41 696,089 4 10 424,022 64,262 ,000
Semana 22 533,511 2 11 266,756 69,457 ,000
Error 6 164,044 38 162,212
Total 578 986,000 45
Total corregida 70 393,644 44

Nota. El grado de libertad 4 es porque en el software estadistico se compararon las medias de los cuatro

tratamientos y del control.

La comparacion de medias de SST, se realiz6 con Tukey (a = 0,050), el mismo que
determind que el tratamiento 1 presentd la menor concentracion final promedio
(70,22 mg/L); aunque estadisticamente no fue diferente al tratamiento 2 (Tabla 16). De

manera general, conforme se incrementd la biomasa de Chlorella spp. aumentd

significativamente el SST en los efluentes tratados.

Tabla 16
Prueba HSD Tukey de SST

Tratamientos N

Subconjunto

1

2 3 4

T1 9
T2 9
T3 9
T4 9
T0 9

70,2222
82,7778

82,7778
99,4444
123,4444
155,6667

Sig.

,245

,061 1,000 1,000

Nota. Similar comportamiento fue determinado en el porcentaje de remocidn.
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3.2.,5. Variacion del valor de pH en el efluente después de los tratamientos con

Chlorella spp.

La Tabla 17 muestra los resultados de los valores de pH en los diferentes tratamientos con
valores promedio decrecientes (7,63+0,07 para T1; 7,28+0,076 para T2; 7,11+0,08 para T3

y 6,75+0,27 para T4) con respecto a la concentracion inicial.

Tabla 17
Valores obtenidos del pH de efluentes de PTAR Llamellin tratados con Chlorella spp.

Tratamientos

Semana
Control T1 T2 T3 T4
S3 7,70 7,65 7,30 7,05 6,45
S3 7,68 7,70 7,20 7,10 7,00
S3 7,65 7,55 7,35 7,20 6,80

Promedio 7,670,025 7,63%0,07 7,28+0,07  7,11+0,08 6,75+0,27

Nota. Todos los valores del pH se encontraron dentro del rango establecido en el LMP (6,50 — 8,50 unidades).

El analisis de la varianza (ANOVA), con grado de libertad 4 y un nivel de significancia del
5,00 % (0.=10,050; gl =n-1, gl = 4), determind que si habia diferencia estadistica significativa
entre los tratamientos (p valor < a; 0,000 < 0,050) al rechazarse la hipdtesis nula de

“similitud, igual u homogeneidad de medias entre los grupos” (Tabla 18).

Tabla 18
Analisis de la varianza del pH
Suma de Media )
Gl ] F Sig.
cuadrados cuadrética
Entre grupos 1,767 4 0,442 23,098 0,000
Dentro de grupos 0,191 10 0,019
Total 1,958 14

Nota. El grado de libertad 4 es porque en el software estadistico se compararon las medias de los cuatro

tratamientos y del control.

La comparacion de medias del pH, se realizé con Tukey (o= 0,050), el mismo que determiné

que en el tratamiento control se registrd el maximo valor de pH (7,67 unidades); significando
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un incremento de 0,62 unidades con respecto al pH inicial (Tabla 19). De manera general,
conforme se incrementd la biomasa de Chlorella spp. disminuy6 significativamente el pH

en los efluentes tratados.

Tabla 19
Prueba HSD Tukey del pH

Subconjunto para alfa = 0,05

Tratamientos N
1 2 3 4
Tratamiento 4 3 6,7500
Tratamiento 3 3 7,1167 7,1167
Tratamiento 2 3 7,2833 7,2833
Tratamiento 1 3 7,6333 7,6333
Control 3 7,6767
Sig. 0,054 0,598 0,067 0,995

Nota. Similar comportamiento fue determinado en el porcentaje de remocidn.

3.2.6. Variacion de la temperatura

La temperatura en la presente investigacion no registro una variacion significativa entre los
tratamientos. El intervalo que se registrd de este pardmetro fue de 21,5 °C como maximo y
20,6 °C como minima. Esta baja variacion estaria relacionada con los cambios de
temperatura en los ambientes del laboratorio. Ademas, los valores de este pardmetro estan
dentro de lo contemplado en la norma para LMP de aguas residuales y como rango 6ptimo
para cultivo de esta microalga, propiciando una mejor adaptabilidad y captacion de

nutrientes del medio.

3.3.  Evaluacion de variacion de la biomasa de Chlorella spp.

3.3.1. Concentracion inicial de Chlorella spp.

La Tabla 20 muestra el crecimiento escalar realizado a la microalga Chlorella spp. a través
de un cultivo masivo empleando solucién hidropdnica. La concentracion inicial para la
presente investigacion fue el obtenido en el dia 10 del crecimiento de la microalga
(10,9+0,001x 107) cél/L.
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Tabla 20

Crecimiento escalar de Chlorella spp. mediante lecturas diarias de la concentracion

Dia

Cél/ L (x107)

© 00 N oo o b~ W N e

e =
— O

12

0,15+0,0012
0,50+0,0032
1,20+0,012
3,50+0,0076
5,52+0,001
6,50+0,0033
8,60+0,002
9,50+0,0041
10,30+0,003
10,90+0,001
11,10+0,055
11,00+0,001

Nota. El conteo se determin6 con la metodologia descrita en el Capitulo I1.

3.3.2. Variacion de la biomasa de Chlorella spp.

La variacion de la biomasa de Chlorella sp después de los tratamientos con efluentes de la
PTAR Llamellin se describen en la Tabla 7. En ella se muestra un incremento de la biomasa
algal con respecto al inicio 1,09+0,036 (x10%) cél/L para T1; 1,14+0,14 (x10®) cél/L para T2;
1,18+0,076 (x108) cél/L para T3 y 1,83+0,28 (x108) cél/L para T4. El porcentaje de

incremento algal con respecto a la biomasa inicial fue de 0,15 % para T1, 4,58 % para T2,

8,25 % para T3y 67,88 % para T4.
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Figura 7
Variacion de la biomasa de Chlorella spp. después de los tratamientos
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Nota. Los valores de los tratamientos no estan bajo el sistema x10".
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CAPITULO IV: DISCUSION

4.1.Caracterizacion de los parametros fisico-quimicos y microbiolégicos de los
efluentes de la PTAR de Llamellin

Las aguas residuales concentran una gran cantidad de contaminantes. En la presente
investigacion se report6 la presencia de coliformes termotolerantes en efluentes del PTAR
Llamellin con un valor promedio de 6000 NMP/100 mL, siendo inferior y cumpliendo con
la norma vigente. Este parametro, segin SUNASS (2018), es el que presenta mayor
dificultad en el cumplimiento de los Limites Maximos Permisibles (LMP) en el Perq,
observandose que solo el 28 % de las Empresas prestadoras de servicios (EPS) cumplen con
los LMP. Por lo que el tratamiento convencional a través de la muerte natural, que permitiria
la remocion de coliformes termotolerantes, no es el mas adecuado. Ademas, los periodos de
exposicion o retencién del agua en las plantas de tratamiento, que ayudan a obtener el tiempo
necesario para la muerte de las coliformes, algunas veces no son los recomendados, siendo
purgadas mucho antes de los 20 dias minimos de retencion, periodo que si cumple el PTAR

de Llamellin.

En el Pert las PTAR, a través del analisis de sus efluentes, no cumplen los LMP para DBO
en un 52 % y para la DBO en un 79 % (SUNASS, 2018). Por otro lado, Pineda (2017)
informo6 que los sistemas de tratamiento del PTAR de Boyaca presentan efluentes con
proporciones constantes de 1/3 (cociente=0,3) para DBO y DQO. En la presente
investigacion el efluente de la PTAR Llamellin, la DBO (120 mg/L) y la DQO (420 mg/L)
no cumplieron con la LMP presentando un cociente (DBO/DQO) de 0,27. EI Decreto
Supremo N.° 003-2010-MINAM establece el valor de 100 mg/L como LMP para la DBO y
de 200 mg/L para la DQO, lo que significa una relacion entre la DBO y DQO de 1 a 2. Sin
embargo, algunas PTAR solo logran cumplir con la DBO conllevando al incumplimiento del
LMP de la DQO ya que en el efluente proveniente de tratamientos convencionales se espera
las relaciones DBO: DQO de 3 a 4. Por lo tanto, no deberian disefiarse las PTAR con LMP
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para DBO de 100 mg/L, sino para una concentracion de DBO menor de 50 mg/L, a fin de
cumplir el LMP de DQO de 200 mg/L. Si en la operacion de una PTAR se verifica el
cumplimiento del LMP de la DQO, es muy probable que también cumpla el LMP de la
DBOS5.

Los resultados de la caracterizacion fisico-quimica realizada a los efluentes muestra a un 50
% de los parametros evaluados con valores superiores a la norma. La totalidad de estos
efluentes de la PTAR Llamellin son vertidos para riego, por lo que se sugiere que su uso se

realice con restricciones.

4.2 Variacion y porcentaje de remocion de los paradmetros fisico-quimicos vy

microbiolégicos del efluente de la PTAR Llamellin

En cuanto a la presencia de coliformes termotolerantes (fecales), Chuchon y Aybar (2008)
reportaron remociones de coliformes fecales hasta un 99,98 %, expulsando efluentes con
presencia de coliformes en el orden de 1,3 x 10 5 NMP/100 mL. Por otro lado, Méndez et
al. (2011) obtuvo altas remociones de hasta un 84,78 % de coliformes presentes en aguas
cloacales, las que fueron sometidas a la accién de la microalga Scenedesmus cuadricauda
en un periodo de 12 dias. En la presente investigacién se logré una alta remocion
significativa (p<0,05) de coliformes termotolerantes, presentando el valor méaximo de
remocion de 96,50 % en el tratamiento 4 (100 mL de cultivo inmovilizado + 350 mL de agua
residual). Esta alta remocién de este contaminante puede justificarse principalmente por la
alta biomasa algal, que actuaron como competidores de las coliformes fecales. Asimismo,
Mufioz y Guieysse (2006), mencionan que esta alta remocidn de enterobacterias en cultivos
microalgales esta atribuida a la modificacion de ciertas caracteristicas del medio como
resultado de su metabolismo y su actividad fotosintética, demostrando el potencial de la
microalga Chlorella spp. en la remocion de coliformes fecales, sugiriendo su aplicacién en
el tratamiento de aguas residuales domésticas y una alternativa para el problema de

contaminacion fecal por vertimientos.

En el presente estudio el pH fue uno de los factores que mostraron diferencias significativas

(p<0,05) en los tratamientos, obteniendo valores de 7,67 a 6,75 asociados a una alta
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remocion de coliformes fecales. Similar resultado fue reportado por Wahyuni (2015) quien
determiné que un valor de 7,5 de pH impacta en la disminucion de bacterias coliformes. Esta
variacion del pH del medio es consecuencia de la captacion del CO2 y otros compuestos por
parte de la microalga que hacen que el pH tienda a la acides; ademas, estas microalgas
presentan un crecimiento significativo en rangos de pH de 7,0 a 9,0 tal como refieren Difusa
et al. (2015). En comparacion con los resultados obtenidos en esta investigacion los valores
estan en el umbral de este rango y estarian determinados por las caracteristicas propias del
efluente. Asi mismo, la variacion del pH obtenida podria ser usada como metodologia para

eliminar bacterias coliformes en efluentes de plantas de tratamiento.

El presente estudio se observé un incremento significativo (p<0,05) en la remocion de la
DBO conforme se incrementaba la biomasa de Chlorella spp. (T1=27,78 %, T2=55,56 %,
T3=77,50 %y T4=77,50 %) en las aguas residuales. Estas eficiencias de reduccion sustancial
de DBO son muy parecidas a las reportadas por Das et al. (2017) para aguas residuales
sometidas a la accion de Chlorella spp. al dia 20 del tratamiento (93,40 %); asi mismo, son
mucho mas altos que los informados por Nanda et al. (2010) para Nostoc spp., donde la DBO
se redujo en un 57,5 % en un periodo de 28 dias. Altos resultados de remocién de la DBO
de aguas residuales fueron reportados por Choi y Lee (2012) usando la microalga Chlorella
vulgaris, obteniendo valores con rangos de 80,41 a 82,3 % en tratamientos a diferente
biomasa algal, sometidas a ocho dias de exposicion. Estos altos valores de remocidon de la
DBO estan dados porque las microalgas Chloroficeas son conocidos organismos autotroficos
que tienen la capacidad de utilizar compuestos organicos como fuente de carbono, por lo que
Chlorella pudo utilizar parte de la materia organica, presente en las aguas, llevando a una
disminucion significativa de la DBO, cumpliendo con los Limites Maximos Permisibles para

los efluentes de Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales Domésticas o Municipales.

En la presente investigacion la maxima capacidad de remocion de la DQO fue de 83,89 %
para el tratamiento T1. Este resultado fue superior al reportado por Barrantes y Pittman
(2018), quienes usaron la microalga Botryococcus sp. para la remocién de contaminantes de
aguas residuales durante 15 dias, logrando una eficiencia de remocion de 79,88 % de DQO.
Altos valores de remocidn han sido reportados por Li et al. (2011) y por Lopez et al. (2016)

en aguas residuales municipales usando las microalgas libres de Chlorella spp. y consorcios
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algales respectivamente, obteniendo remociones de la DQO de un 90 % a los 14 dias de
exposicion y 97,7 % a 18 dias de exposicion. Por otro lado, Ajayan et al. (2015) reportaron
remociones de 40 % usando a la microalga Scenedesmus inmovilizadas durante 12 dias,
mientras que Rosales et al. (2018) lograron que la misma microalga lograra remociones de
98 % en periodos de exposicion de 33 dias. Por lo tanto, queda demostrado que las
microalgas, en especial Chlorella spp., presenta un alto potencial para eliminar nutrientes de

las aguas residuales expresados en la DQO.

Altas concentraciones de los sélidos suspendidos totales pueden ser perjudiciales para
organismos Vvivos, por lo que es importante que el SST del efluente sea reducido a sus niveles
de descarga seguros antes de que el efluente sea dejado en cuerpos de agua abiertos. Asi, en
la presente investigacion se pudo obtener remociones significativas (p<0,05) de SST para
T1 con 85,19 %. De igual manera Cartagena y Malo (2017) reportaron altas remociones de
este parametro (89,91 %) utilizando Chlorella vulgaris en concentraciones de 2,9X10° cel/L
por un periodo de 15 dias. A su vez Das et al. (2017) reportaron remociones de SST al
51,37 % para Chlorella spp. en aguas residuales, por lo que esta disminucion de los SST por
Chlorella pone en evidencia la alta tolerancia de esta microalga a las aguas residuales y la
capacidad de absorcion de este contaminante logrando que Chlorella capte los solidos
suspendidos, teniendo en cuenta que estos solidos podrian estar constituidos por material en
suspension orgénica e inorganica, tal como refieren Cartagena y Malo (2017). Ademas, los
resultados de este estudio permiten destacar la utilidad de estos organismos en el retiro de

solidos suspendidos presentes en estas aguas residuales.

4.3.Variacion de la biomasa de Chlorella spp. después de los tratamientos

En la presente investigacion se realizaron conteos de la densidad de la microalga después de
los tratamientos, obteniendo como resultado un incremento de la biomasa de Chlorella spp.
inmovilizada con alginato de sodio, registrandose para la semana 3 de evaluacion un
aumento significativo (p<0,05) de su poblacion en todos los tratamientos (T1=0,15 %,
T2=4,58 %, T3= 8,25 % y para T4=67,88 %), evidenciando que el crecimiento no fue
inhibido o retardado por la matriz de alginato. Estos resultados son parecidos a los reportados
por Avila (2015), el cual report6 crecimiento en las poblaciones inmovilizadas de Chlorella

sometidas a aguas residuales durante 10 dias de exposicion, mencionando que los reducidos
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poros de la matriz de alginato permitieron el paso de pequefias moléculas solubles logrando
sostener su metabolismo y el crecimiento de estos organismos. Otro de los factores que
pudieron contribuir seria las condiciones similares de este microambiente, generado por las
esferas de alginato, con el medio externo; asi mismo, estos resultados son reales y
consistentes con la dinamica del crecimiento, en la que a mayor cantidad de nutrientes en el
medio se obtiene mayor crecimiento. Indicar, ademas que las perlas de alginato pudieron dar
una activa difusion de nutrientes, generando menor dafio fisico a las células. Por otro lado,
el tamafio de las esferas de las esferas es un factor para considerar; por ejemplo, Zhang et al.
(2008) lograron remociones significativas de contaminantes con superficies de rango de
2-3 mm usando microalgas, mientras en esta investigacion el tamafio fue de 5,00 mm, cuyo
espesor pudo haber permitido una mayor remocién de contaminantes. Por lo tanto, la
microalga Chlorella usada en esta investigacion pueden ser utilizada inmovilizada de manera
eficiente para realizar un tratamiento de aguas residuales, sin afectar su capacidad de

absorcién y crecimiento.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES

1. La hipdtesis planteada, que los parametros fisicoquimicos y microbiologicos de los
efluentes de la PTAR de Llamellin, antes de los tratamientos con la microalga Chlorella
spp. inmovilizada en alginato, son superiores a los valores/concentraciones establecidas
en los Limites Maximos Permisibles (LMP), fue parcialmente respaldada por los
resultados obtenidos. El andlisis fisico-quimico inicial de los efluentes mostré que los
valores de tres parametros (coliformes termotolerantes, pH y temperatura) de la PTAR
Llamellin cumplieron con los Limites Maximos Permisibles (LMP) para aguas
residuales. Sin embargo, el otro 50,00 % de los pardmetros (DBO, DQO y SST) no
cumplieron con la norma del LMP. Por lo tanto, se concluye que los efluentes de la
PTAR Llamellin, que son vertidos para riego, deben tener restricciones en su. uso debido

a la presencia de estos parametros que exceden los limites permitidos.

2. La hipdtesis planteada, que los parametros fisico-quimicos (DQO, DBO, Solidos
suspendidos totales) y microbioldgicos (coliformes termotolerantes) del efluente de la
PTAR de Llamellin sometida a la actividad remediadora de Chlorella spp., se reducen
por encima del 70 % y resultan por debajo del LMP, fue respaldada por los resultados
obtenidos. La aplicacion de la microalga Chlorella spp. a los efluentes del PTAR logré
remociones significativas en los parametros: coliformes termotolerantes, la DQO, DBO
y Sélidos suspendidos totales con valores maximos de 96,50; 83,89 %; 77,50 y 85,19 %
respectivamente. Esto resultados permitieron que estas aguas cumplan con la norma para
LMP para aguas residuales, sugiriendo el uso de esta microalga en el tratamiento de
aguas residuales domeésticas y una alternativa para el problema de contaminacion fecal

por vertimientos.

3. La hipotesis planteada, que la variacion mayor de la biomasa de Chlorella spp. antes y
después de los tratamientos se obtiene con el tratamiento 4 (100 mL de cultivo
inmovilizado + 350 mL de agua residual), con un incremento algal superior al 60 % con

respecto a la biomasa inicial, fue respaldada por los resultados obtenidos. La microalga
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Chlorella inmovilizada en alginato logré un incremento de su biomasa en todos los
tratamientos, siendo mayor en T4 con un aumento del 67,88 %. El alginato pudo facilitar
una activa difusion de nutrientes, generando menor dafo fisico a las células, sin afectar

su capacidad de absorcion y crecimiento.
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CAPITULO VI: RECOMENDACIONES

Realizar el andlisis de otros parametros quimicos como nitrégeno total y fésforo, que

permitiria realizar una mejor interpretacion de los resultados de la investigacion.
Aplicar en aguas residuales, a mayor escala, biomasas de Chlorella que contribuyan a
verificar la eficiencia de remocién de contaminantes obtenida a nivel de laboratorio,

sabiendo que la tecnologia usada es de bajo costo y amigable con el ambiente.

Probar la eficiencia de remocion de contaminantes por Chlorella a temperatura

semejante a la registrada en la localidad de Llamellin.
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TERMINOLOGIA

Agua destilada. Agua obtenida por destilacion es decir por condensacion de vapor de
agua obtenido por la ebullicién o evaporacion (Méarquez et al., 2021).

Alginato. Son polisacaridos que se obtienen de las algas cafés, con capacidad de formar
geles y soluciones viscosas, para luego precipitar con una solucién de CaCl, y adquirir
fibras insolubles que posteriormente se tratan con HCL produciendo el 4cido alginico y
finalmente se neutralizan con Na,CO3z para obtener el alginato de sodio (Hernandez et al.,
2012).

Bioacumulacion. Proceso por el cual se acumula sustancias quimicas en el cuerpo de un
organismo, alcanzando niveles considerablemente mas altos que los presentes en el medio
(Camacho y Ariosa, 2000).

Bioensayo: Es un método en el cual se potencia (mediante reaccion aplicativa) a una

sustancia para estimar el efecto observado en un ser bidtico (Lopez et al., 2016).

Biomasa. Es el peso vivo o el peso total de la materia viva en una superficie o area

determinada, se expresa en unidades de peso/superficie (Camacho y Ariosa, 2000).

Biotecnologia. Uso, manipulacion de organismos vivos para los diferentes actividades

sociales, ambientales y econémicas (Camacho y Ariosa, 2000).

Eutrofizacion. Proceso por el cual la vegetacion acuatica o de ribera se desarrolla
excesivamente al contener el agua grandes cantidades de nitrogeno y fosforo,
principalmente (Méarquez et al., 2021).

Fotoinhibicidn: Es la inhibicion de la fotosintesis generada a partir de un alto grado de

radiacion, aumentando con ello los niveles de estrés de la panta y afectando tanto su

correcto desarrollo como su produccion (Camacho y Ariosa, 2000).
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Fotoperiodo. Duracién relativa de los periodos de luz y obscuridad a que esta sometido

un organismo (Lopez et al., 2016).

Intensidad. Grado de energia de un agente. [-] de aplicacion, [-] de infiltracion (Marquez
etal., 2021).

Materia en suspension. Toda materia particulada que queda en la atmésfera o en una
corriente de agua o de gas en chimeneas durante largos periodos debido a que el tamafio
de las particulas es demasiado pequefio para tener una velocidad de caida apreciable
(Camacho y Ariosa, 2000).

Metabolismo. Cambios quimicos que se efectian dentro de los organismos; incluyendo
la sintesis de los materiales bioldgicos y la transformacion de sustancias para producir

energia (Camacho y Ariosa, 2000).
Nitrificacion: Es la oxidacion del amonio (de forma bioldgica), la cual puede verse

favorecida por el O.y la alcalinidad del pH hasta convertirse en nitritos y posteriormente

a nitratos. Dicha oxidacidn se subdivide en nitratacion y nitritacion (Garcia, 2012).
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Apéndice 1

Mapa de ubicacion del distrito de Llamellin
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Apéndice 2

Dossier fotogréafico

Descripcion: Vista de la Planta de tratamiento de aguas residuales de Llamellin.

Descripcion:

Analisis de ex situ de las muestras de
efluentes de la PTAR- Llamellin.
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Descripcion: Materiales usados en la inmovilizacion de Chlorella spp. (Superior:

microalga, Inferior: Alginato y Cloruro de calcio).

Descripcion:

Analisis de ex situ de las muestras de
efluentes de la PTAR- Llamellin.
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