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RESUMEN

La aplicacion de las microalgas en el tratamiento de aguas residuales, se basa
en utilizarlas como microorganismos “purificadores de aguas residuales”,
aprovechando los nutrientes presentes del agua como medio de cultivo. Este
proceso es conocido actualmente como ficoremediacion; es asi que el objetivo
en este estudio fue ficorremediar las aguas residuales municipales, a partir del
cultivo de Ankistrodesmus sp. y Chlorella sp. Las muestras de aguas residuales
fueron colectadas de las salidas de desague de Moronacocha y del Puerto el
Huequito. La evaluacién de ficorremediacion se realizd por un periodo de 15
dias, a través del analisis fisico-quimico de las muestras de agua residual
colectadas, antes y después, del cultivo de cada especie de microalgas en cada
muestra. La ficorremediacion en las aguas colectadas en la salida de desagle
de Moronacocha se logré altos porcentajes de remocion de CO2, fosfatos y
amonioal 87.5%, 47.5% y 100.0% respectivamente en Chlorella sp.;y en 78.8%,
45.0% y 100% respectivamente en Ankistrodesmus sp. En las aguas colectadas
en la salida de desague del Puerto el Huequito se logré altos porcentajes de
remocién de COz, fosfatos y amonio al 92.0%, 36.8% y 97.20% respectivamente
en Chlorella sp.;y en 72.0%, 21.1% y 100% respectivamente en Ankistrodesmus
sp. La tasa de crecimiento en el cultivo de las aguas colectadas en la salida de
desague de Moronacocha se obtuvo 310 £ 0.02 mg/L y 280 + 0.03 mg/L en
Chlorella sp y Ankistrodesmus sp. respectivamente con sus porcentajes de
lipidos totales de 23.87 + 0.21 y 27.81 £ 0.37; mientras que en las aguas
colectadas en la salida de desague del Puerto el Huequito se obtuvo 330 + 0.04
mg/L y 280 + 0.02 mg/L en Chlorella sp y Ankistrodesmus sp. respectivamente
con sus porcentajes de lipidos totales de 22.31 £ 0.26 y 28.63 + 0.84. En
conclusién, se ha demostrado que, si es posible la ficorremediacién de aguas

residuales a partir del cultivo de Ankistrodesmus sp. y Chlorella sp.

Palabras clave: Aguas residuales, microalgas, ficorremediacion, remocion
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ABSTRACT

The application of microalgae in wastewater treatment is based on using them as
"wastewater purifying" microorganisms, taking advantage of the nutrients present
in the water as a culture medium. This process is known as phycoremediation;
so, the objective in this study was to reduce municipal wastewater, from the
cultivation of Ankistrodesmus sp. and Chlorella sp. The wastewater samples
were collected from the Moronacocha and Puerto el Huequito drainage outlets.
The phytoremediation evaluation was carried out for a period of 15 days, through
the physical-chemical analysis of the residual water samples collected, before
and after, of the culture of each microalgae species in each sample. The
phoremediation in the waters collected at the Moronacocha drain outlet achieved
high percentages of removal of CO2, phosphates and ammonium at 87.5%,
47.5% and 100.0% respectively in Chlorella sp .; and in 78.8%, 45.0% and 100%
respectively in Ankistrodesmus sp. In the waters collected at the outlet of the El
Huequito port, high percentages of removal of CO2, phosphates and ammonium
were achieved at 92.0%, 36.8% and 97.20% respectively in Chlorella sp .; and in
72.0%, 21.1% and 100% respectively in Ankistrodesmus sp. The growth rate in
the culture of the waters collected at the Moronacocha drain outlet was 310 +
0.02 mg /L and 280 + 0.03 mg / L in Chlorella sp and Ankistrodesmus sp.
respectively with their total lipid percentages of 23.87 + 0.21 and 27.81 £+ 0.37,
while in the waters collected at the drain outlet of Puerto el Huequito, 330 + 0.04
mg /L and 280 £ 0.02 mg / L were obtained in Chlorella sp and Ankistrodesmus
sp. respectively with their total lipid percentages of 22.31 + 0.26 and 28.63 £ 0.84.
In conclusion, it has been shown that, if possible, wastewater remediation from

the culture of Ankistrodesmus sp. and Chlorella sp.

Keywords: Wastewater, microalgae, phycoremediation, removal
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CAPITULO I: INTRODUCCION

El continuo deterioro del medio ambiente debido a la incorporaciéon de
contaminantes de origen antropogénico, y mas concretamente en los sistemas
acuaticos, tiene un impacto negativo directo en la calidad del agua. Una de las
principales fuentes de contaminacion del agua son las aguas residuales urbanas
(1). Entendiéndose que, las aguas residuales son aquellas que provienen del
sistema de abastecimiento de agua de una poblacién después de haber sido
modificada por diversos usos en actividades domésticas, industriales y
comunitarias (2). La mayoria de las aguas residuales son generalmente
peligrosas para las poblaciones humanas y el medio ambiente y debe tratarse

antes de su eliminacion en arroyos, lagos, mares y superficies de tierra (3).

Desde 1990, la contaminacion del agua ha aumentado en la mayoria de los rios
de Africa, Asia y América Latina, debido a la creciente cantidad de aguas
residuales como resultado del crecimiento demogréfico, el aumento de la
actividad econdémica y la expansiéon de la agricultura, asi como el vertido de
aguas residuales sin tratamiento (o0 apenas con niveles minimos) (4). La gestion
de las aguas residuales generalmente recibe poca atencion social y politica en
comparacién con los retos del abastecimiento de agua, especialmente en el
contexto de la escasez de agua. Sin embargo, ambos estan intrinsecamente
relacionados: actuar con negligencia en relacion con las aguas residuales puede
tener impactos altamente perjudiciales para la sostenibilidad del abastecimiento
de agua, la salud humana, la economia y el medio ambiente (5).

Considerando que, anualmente, en el mundo se generan en promedio 330 km?3
de aguas residuales, de las cuales entre un 25-35% es tratada (6). El efecto
contaminante del vertido de aguas residuales no tratadas o parcialmente
tratadas en el medio ambiente no sélo provoca la contaminacién de las aguas
superficiales, sino también, el suelo y las aguas subterraneas (5) . Este acto
podra tener cualquiera de estas tres consecuencias: efectos adversos para la
salud humana por la reduccion de la calidad del agua; efectos ambientales



negativos debido a la degradacion de las masas de agua y de los ecosistemas;

y posibles efectos en las actividades econémicas (7).

En referencia a los efectos ambientales negativos; tenemos el problema de la
eutrofizacidon, que se produce a partir del proceso por el cual una masa de agua
se enriquece con nutrientes disueltos (por ejemplo, nitrégeno y fosforo) que
estimulan el crecimiento de plantas acudticas, lo que generalmente da como
resultado el agotamiento del oxigeno disuelto (5).

En el Per, mas de la tercera parte de la poblacién no cuenta con la cobertura
de saneamiento, con lo cual se pone en riesgo a la tercera parte de la poblacién
por falta de politicas y gestién del Tratamiento de Agua Potable y de Aguas
Residuales (8); planteando serios desafios ambientales ante la liberacion de
aguas residuales industriales y municipales, para los cuerpos de agua receptores
(3,9).

Ante la problematica de los cuerpos de agua contaminados directamente por el
vertimiento de aguas residuales sin previo tratamiento, en la ultima década se
inicié la investigacion en procesos bioldgicos convencionales de tratamiento,
evolucionado hacia el desarrollo de sistemas compactos con mayor produccién
energética o que conlleven a la pérdida de los nutrientes presentes en el agua
residual (10). De los diferentes procesos para el tratamiento de aguas residuales
(aerdbicos, anaerdbicos, quimicos, fisicos y/o bioldgicos), se encuentra el utilizar
microalgas para el tratamiento o remediacibn de las aguas residuales,
denominado ficorremediacién. La ficorremediacion, es ecoldgica y ofrece las
ventajas de ser rentable, eliminar nutrientes y producir biomasa que puede ser
utiizada para la elaboracién de diversos productos; el mismo que es
ampliamente reconocido, dado que las microalgas poseen la capacidad de
eliminacién o biotransformacion de contaminantes, sobre todo en la eliminacién
de nutrientes (C, N y P), bacterias coliformes, metales pesados y la reduccién de
la demanda de oxigeno quimico y bioldgico, la eliminacidén y/o degradacion de
compuestos xenobioticos y otros contaminantes; estos pueden ser captados por
la biomasa microalgal y pueden ser recuperados mediantes su cosecha (11).

Existen diferentes estudios con respecto a la utilizacion de diversas especies de
2



microalgas, con distintos resultados de acuerdo a cada especie y al tipo de agua
residual tratada, todos con fines de poder minimizar la contaminacion de los

cuerpos de aguas receptores.

Ante la descripcién de los acontecimientos y hechos expuestos lineas arriba, se
reconoce la necesidad de poder presentar alternativas de bajo costo y con alta
efectividad en el tratamiento de aguas residuales. En este sentido, el objetivo
principal de la presente investigacion es ficorremediar las aguas residuales
municipales, a partir del cultivo de Chlorella sp. y Ankistrodesmus sp., por medio
de la remocion de nutrientes, con la finalidad de implementar una estrategia que
permita mitigar en gran medida la contaminaciéon de los cuerpos de agua
receptores de aguas residuales y asi contribuir a mejorar la calidad de vida de la
poblacion y por ende del medio ambiente.



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1. Caracteristicas Generales de las microalgas

Las microalgas son un conjunto heterogéneo de microorganismos fotosintéticos
unicelulares procariontes (cianobacterias) y eucariontes, que se localizan en
habitats diversos tales como aguas marinas, dulces, salobres, residuales o en el
suelo, bajo un amplio rango de temperaturas, pH y disponibilidad de nutrientes;
se les considera responsables de la produccién del 50% del oxigeno y de la
fijacion del 50% del carbono en el planeta. Su biodiversidad es enorme, se han
identificado alrededor de 40,000 especies aunque se estima que existen mas de
100,000, de las cuales con frecuencia se desconoce su composicion bioquimica
y metabolismo (12, 13).

Las microalgas se clasifican de acuerdo a varios parametros tales como
pigmentacion, ciclo de vida, morfologia y estructura celular. Las especies mas
estudiadas para aplicaciones biotecnolégicas corresponden a las algas verdes y
a las diatomeas (12, 13)

El atractivo de las microalgas posteriormente fue encauzado hacia otras
aplicaciones tales como la acuacultura (cultivo de especies acuaticas vegetales
y animales en medios naturales y artificiales), el tratamiento de aguas residuales,
la obtencidén de sustancias quimicas finas, la produccién de farmacéuticos y los
procesos de bioconversidén energética. La produccién de bioenergia a partir de
microalgas fue contemplada desde los afos cincuenta. Sin embargo, a partir de
la crisis energética de 1975, el potencial econdmico de esta tecnologia fue
reconocido por varios paises como EUA, Japon y Australia (12, 14).

Los ciclos de vida son cortos e incluyen la formacién de esporas de resistencia
o de células de reposo, con lo cual sobreviven en situaciones desfavorables, su
nutricion es por absorcién iénica de C, H, O, N, P, S, K, Ca, Fe, Mg, asi como de
cantidades traza de Mn, B, Co, Cu, Zn y Mo; si bien, para algunas especies son

4



necesarias otras moléculas inorganicas y organicas complejas. De los grupos
que las conforman, las cianofitas, clorofitas, criséfitas, euglenofitas y diatomeas
pennales son mas comunes en las aguas dulces (15).

2.1.1. Tipos de sistemas de tratamiento con microalgas

Existen diferentes tipos de sistemas de tratamiento que utilizan cultivos

microalgales, los cuales se explican a continuacion:

¢ Pileta no aereada: es un sistema muy simple, de poca profundidad, el
cual tiene la posibilidad de combinar dos tipos de tratamiento, como son
el secundario y terciario; sin embargo presenta bajas eficiencias y es dificil
la recuperacion de microalgas.

o Pileta aereada: es un sistema mas complejo de oxidacion, el cual tiene
un mecanismo de aireacion, por lo que aumenta la oxigenacion,
presentando de ésta manera una mayor eficiencia y recuperacion de la
biomasa por filtracion en grava.

e Lagunas de oxidacion: son estanques poco profundos (entre 30 y 60
cm), con mecanismos de aireacidn y agitacion, los cuales favorecen el
crecimiento de las microalgas. En este sistema se favorece el aumento en
la degradacion bacteriana, ocasionado por el incremento en la
oxigenacion, lo cual provoca la proliferacion de microalgas, y por lo tanto,
aumenta la eficiencia global del tratamiento de las aguas residuales.

e Lagunas de alta tasa de oxidacion: es un disefio similar al anterior, el
cual se aplica a las aguas residuales con tratamiento secundario, siendo
éstas inoculadas con altas densidades microalgales. En la cual se obtiene
una biomasa mixta, la cual aumenta la tasa de oxidacion, la tasa de
remocién y por lo tanto la eficiencia global del sistema.

e Lagunas de oxidacion de algas: es un disefio similar al anterior, sin
embargo en este caso, esta orientado hacia la produccion de biomasa con
fines de alimentacidn y/o produccién de metabolitos de interés comercial

(pigmentos).



2.1.2. Ficoremediacion

Ficoremediacion puede ser definida en un sentido amplio como el uso de
macroalgas o de microalgas para la eliminacién o biotransformacién de los
contaminantes, incluyendo nutrientes y xenobidticos de las aguas residuales y
CO2 de aire de salida con la propagacion de la biomasa concontaminacién (16,
17).

El tratamiento bioldgico, ficoremediacion, mejora la eliminacion de nutrientes,
metales pesados y patdgenos y amortigua el Oz a las bacterias aerobicas
heterotréficas organicas, utilizando a su vez, el COz2 liberado de la respiracion

bacteriana (18), como lo muestra la siguiente figura:

CO,
Materia dacié ;
. Omidacion Fotosintesis Biomasa
Orgamca bactenial microalgal
O, Luz

Figura 01. Principio de la oxigenacion fotosintética en el proceso de remocion
de DBO (18).

Por lo tanto, la aireacién fotosintética es especialmente interesante para reducir
los costos de operacidn, estudios recientes han demostrado que las microalgas
pueden de lograr la degradacion aerébica de los diversos contaminantes
peligrosos. Los mecanismos implicados en microalgas para la eliminacion de
nutrientes de las aguas residuales industriales son similares a los del tratamiento

las aguas residuales domésticas.

La ficoremediacidon comprende varias aplicaciones: (i) eliminacidén de nutrientes
de las aguas residuales y efluentes ricos en materia orgadnica municipal; (ii) la
eliminacién de nutrientes y compuestos xenobidticos con la ayuda de bio-

absorbentes a base de algas; (iii) el tratamiento de las aguas residuales acidas
6



y de metales pesados; (iv) secuestro de COg2; (v) la transformacién y la

degradacion de xenobidticos, y (vi) deteccion de compuestos toxicos con la

ayuda de bio-sensores basados en algas. La eliminacion de nutrientes con la

ayuda de microalgas se compara muy favorablemente con otras tecnologias

convencionales (19).

2.2,

2.2.1.

Caracteristicas de las aguas residuales

La calidad de las aguas residuales puede estar definida por sus
caracteristicas fisicas, quimicas, y constituyentes biol6gicos de las aguas

residuales y sus fuentes se enumeran en el siguiente esquema.

Caracteristicas Fisicas

La temperatura de las aguas residuales es importante, ya que afecta a las
reacciones quimicas y biolégicas de los organismos acuaticos. Las altas
temperaturas pueden aumentar especies plancténicas indeseables y
hongos. La temperatura también es muy importante en la determinacion
de diversos parametros tales como el pH, la conductividad, el nivel de
saturacién de los gases y diversas formas de alcalinidad, etc. El color de
las aguas residuales domésticas es generalmente indicativa de su edad.
Tanques sépticos domésticos adquieren un aspecto negro debido a las
reacciones biolégicas de los materiales organicos e inorganicos. La
aparicion de las aguas residuales industriales depende de la naturaleza
del producto fabricado. Los olores presentes en las aguas residuales se
deben principalmente a las impurezas disueltas, a menudo de naturaleza
organica causada por la descomposicidn y la acumulacién de gases. El
olor mas caracteristico de las aguas residuales es putrefacto, causado por
el sulfuro de hidrégeno y el amoniaco, producidos por microorganismos
anaerobios. El contenido total de sélidos se denota por varios tipos de
material disuelto y suspendido que queda como residuo en la aguas

residuales (20).



2.2.2.

2.2.3.

Caracteristicas Quimicas

Las tres cuartas partes de carbono organico en las aguas residuales estan
presentes como hidratos de carbono, grasas, proteinas, aminoacidos y
acidos volatiles. El material organico es normalmente una combinacion de
carbono, hidrégeno y oxigeno y otros elementos importantes, tales como
azufre, fosforo y amoniaco (21). Los constituyentes inorganicos incluyen
grandes concentraciones de sodio, calcio, potasio, magnesio, cloro,
azufre, fosfato, bicarbonato, sales de amonio y metales pesados (22). La
aparicion de amoniaco en el agua residual puede ser aceptada como la
prueba quimica de la contaminacion organica (21). Las aguas residuales
cuentan con grandes cantidades de materia nitrogenada.

Caracteristicas Biologicas

Los parametros biol6gicos son quizas de mayor importancia para el
tratamiento de aguas residuales. Naturalmente, las aguas residuales
contienen grandes cantidades de organismos macro y microscopicos. La
cantidad de una especie de micro y macro organismos y animales
acuaticos en un cuerpo receptor de las aguas residuales determina la
efectividad del tratamiento. Dentro de las instalaciones de tratamiento, las
aguas residuales proporcionan un medio ideal para el crecimiento
microbiano potencial, con independencia de ser el tratamiento anaerdbico

de aguas residuales o aerdbico (23).



CAPITULO lll: MATERIALES Y METODOS

3.1. Area de estudio

El presente trabajo de investigacion se llevé a cabo en el laboratorio de
Biotecnologia y Bioenergética de la Universidad Cientifica del Pera (UCP),
ubicado en la Av. Abelardo Quinonez km 2,5, distrito de San Juan Bautista,
provincia de Maynas, departamento de Loreto; y el analisis de lipidos totales
se realiz6 en el Centro de Investigacion de Recursos Naturales de la
Amazonia Peruana (CIRNA — UNAP). La toma de muestra de aguas
residuales, se realizd en las salidas de desagle de Moronacocha y del Puerto

el Huequito.

3.2. Tipo y Disefio de la investigacion

El disefio de la investigacion fue de tipo experimental, porque se evalud el
porcentaje de remocion de nutrientes de las aguas residuales domésticas, a

partir del cultivo de Chlorella sp. y Ankistrodesmus sp.

Inicialmente, se cultivaron las microalgas Chlorella sp. y Ankistrodesmus sp.
en 250 ml de medio CHU por 9 dias (24, 25). Después, se recolecto6 el agua
residual de las salidas de los desagles de Moronacocha y del Puerto el
Huequito, las que fueron sometidas a un proceso de filtrado y estilizacion, y
se determinaron sus parametros fisico — quimicos el mismo dia de la colecta.
Seguidamente se cosecharon las microalgas cultivadas por centrifugacién a
4°C, 4000 RPM por 30 minutos. La biomasa microalgal obtenida fue afiadida
(80 pl) en matraces de 1 L que contenia 500 ml de agua residual. La
evaluacion fue realizada por 15 dias, durante los cuales se llevd un conteo

de su crecimiento.

Una vez culminado el periodo de cultivo, se procedié a cosechar la biomasa
obtenida por centrifugacion y el sobrenadante fue recolectado para realizar
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los analisis fisicos — quimicos finales y analisis de lipidos totales a partir de la
biomasa microalgal.

Cultivo de microalgas

0

Q 9 dias

Chlorella sp. Ankistrodesmus sp.

Colecta de Agua Residual: Morona /\"
Cocha (MC) y Puerto El Huequito (PH)

Cultivo de microalgas en Agua
Residual (MC y PH)

Bﬂ&ﬂ s s

sooml sooml so0oml sooml

E i 5 dias

s00ml sooml sooml
-\gua Residual -\gua Residual -\gua Resldua] -\gua Resxdua! AguaResidual AguaResidual Agua | AguaResidual
MC MC M PH
Centrifugacién y An‘ahfls Fisico-
obtencién de la quimico del Extraccién y
biomasa iobrenad?;xt:l analisis de
microalgal ’ SEIATONHE lipidos totales
2 ficorremediada) ’ /

Grafico N°01. Disefio de la investigacion.

3.3. Poblaciéon y muestra
3.3.1. Poblacién

Estuvo constituida por las aguas residuales domésticas de la ciudad de

lquitos y las especies de microalgas amazonicas.

3.3.2. Muestra

Conformada por las aguas residuales provenientes de las salidas de
desaglie de Moronacocha y Puerto Turistico el Huequito. Y las especies
de microalgas Ankistrodesmus sp. y Chlorella sp.
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3.4. Técnicas, instrumentos y procedimientos de recoleccion de
datos
3.4.1. Técnicas de recoleccion de datos

Observacion directa y microscépica. Se tomaron registros de resultados
de laboratorio y técnicas directas de colecta de agua.

3.4.2. Instrumentos de recoleccion de datos

Se empleé un microscopio Optico, un microscopio de epifluorescencia
(Carl Zeiss), una cabina de flujo laminar (Telstar Bio Il Advance),
computadora (Hp), pH metro, autoclave (Yamatto), centrifuga (HETTICH
ZENTRIFUEN - D-78532Tuttlien - Universal 32R), balanza analitica
(SARTORIUS-TE2101), bomba para pecera BOYU y Kit La motte.
Ademas, se utilizaron las fichas de registro en Excel, para almacenar los
datos obtenidos.

3.4.3. Procedimientos de recoleccion de datos
3.4.3.1. Recoleccion de Agua Residual

Se recolectaron las aguas residuales domésticas provenientes de las
salidas de desagle de Moronacocha y Puerto Turistico el Huequito y
fueron colocados en 2 galones de 3.57 litros cada uno con ayuda de
baldes de plastico y embudos, que sirvieron como coladores artesanales,

fabricados con mallas de nylon para filtrar residuos solidos de mayor

tamano.

Imagen N°01. Recoleccién de agua residual Imagen N°02. Proceso de filtrado
11



3.4.3.2. Determinacion de las caracteristicas fisico-
quimicas de las aguas residuales

Se analizaron los siguientes parametros fisico-quimicos: pH, cloruro, CO2
y dureza, con el kit de La Motte, proporcionado por la Universidad
Cientifica del Peru (UCP).

Las concentraciones de Sodio se determinaron por método gravimétrico
con acetato de magnesio y uranilo. Se tomé 50 ml de muestra y se
evapord a la mitad del volumen. Se afadié gotas de acido acéticoy 10 ml
de la solucion de acetato de magnesio y uranilo, se dej6 reposar por 12
horas para una precipitacién completa, para luego centrifugar y separar

los cristales formados. Por ultimo, se secé en una estufa a 90°C y se pesé.

El contenido de potasio se determin6 por método espectrofotométrico con
cobalto nitrito de potasio y dicromato de potasio. A 10 ml de muestra se
anadié gotas de &cido nitrico, luego 5ml de la solucién de cobalto nitrito
de sodio y se dejo en reposo por cuatro horas para su precipitacion. Luego
se centrifug6 y desechd el sobrenadante, para disolver el precipitado con
5 ml de [H2SO4 concentrado] y 5 ml de [dicromato de potasio], hasta
completar a 50 ml. Se medié la absorbancia de las soluciones a 430nm,
utilizando agua destilada para calibrar.

La concentracién de calcio se determin6 por volumetria con EDTA. Se
tomo6 100 ml de muestra, se anadié 3 ml de solucién 1 N de NaOH y luego
unos cuantos miligramos del indicador Murexida. Se valor6 con EDTA a
0,02 N hasta verificarse un cambio de color de rosado a violeta. Se leyé
el volumen gastado para realizar los calculos.

Los fosfatos se determinaron por colorimetria con Molibdo - Vanadato de
Amonio. Se tom6 10 ml de muestra y se anadié HNOs. Luego se adicion6
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5 ml de la mezcla Molibdo — Vanadato de Amonio con el cual se colore6

de amarillo. Se medié luego con una absorbancia a 420 nm.

Por dltimo, el amonio se determind por colorimetria con Reactivo de
Nessler. Se uso el kit colorimétrico con las soluciones 1 y 2, luego se

compard con la carta de colores.

Los analisis de sodio, potasio, calcio, fosfatos y amonio se realizaron en
el laboratorio de Quimica Organica de la Universidad Nacional de la
Amazonia Peruana (UNAP), de acuerdo con el protocolo de Golterman y
Clymo (26).

3.4.3.3. Pre —tratamiento del agua residual

a) Filtrado del agua residual

El agua residual, pasé por un proceso de doble filtrado para la eliminacién
de los sélidos suspendidos, utilizando para ello un colador casero, para
residuos mayores a 1 cm y para una segunda filtracién (efluente
secundario) utilizando malla de nylon para residuos menores a 1 cm.

b) Esterilizacion del agua residual

Para evitar la presencia de algun otro microorganismo que haga
competencia en el crecimiento de las microalgas, el agua residual se

esterilizé a 121°C por 30 min.

Imagen N°03. Esterilizacién del agua residual
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3.4.3.4. Organismos y condiciones de cultivo

Las microalgas Chlorella sp. y Ankistrodesmus sp. fueron proporcionadas
por el Banco de cepas del Laboratorio de Biotecnologia y Bioenergética
de la Universidad Cientifica del Perd. Las microalgas se cultivaron en
matraces de 250 ml con medio Chu-10 modificado, a una temperatura de
27°C, con intensidad luminosa de 150 yumol m? sec™, humedad relativa
de 43%, un fotoperiodo y aireacion de 12:12 h. Los cultivos fueron

suministrados de aire por medio de un sistema de mangueras Yy filtros.

Imagen N°04. Cultivo de microalgas en medio CHU.

3.4.3.5. Tratamiento de las muestras de aguas

residuales

El tratamiento de las muestras de agua residual se hizo por duplicado con
cada una de las especies microalgales. Se inyectaron aproximadamente
800 pl de biomasa humeda microalgal de Chlorella sp. y Ankistrodesmus
sp. en matraces de 1 litro que contenian 500 ml de aguas residuales. Las
condiciones de cultivo fueron las mismas que se indican lineas arriba y la
evaluacion se realizé durante 15 dias con conteos diarios. Asimismo, se
midieron los parametros fisico-quimicos de las aguas residuales antes y
después de someterlas a cada tratamiento. El porcentaje de remocion de

nutrientes se calculé a través de la siguiente formula (27):
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% 100%
T;
En donde:
T;= Concentracién del primer dia

Tr= Concentracion del ultimo dia

3.4.3.6. Evaluacion de la tasa de crecimiento y
produccién de biomasa

El conteo de la tasa de crecimiento microalgal se realizd utilizando la
camara de Neubahuer, registrandose los datos en fichas de Excel, para
luego calcularlos mediante la siguiente férmula (28):

_ log; (N1/No)
p=—=2 20
t, — to

En donde:
N;= Numero de células o densidad 6ptima al tiempo final
No= Numero de células o densidad éptima al tiempo inicial
t; = Tiempo final

t, = Tiempo inicial

La produccion de biomasa se calcul6 usando la siguiente ecuacion
(Frampton):

cel
Biomasa total (F) = (Pp+p + By) — B

En donde:

P,.p= peso de la placa mas biomasa.

P,, = peso de la placa vacia.
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3.4.3.7. Extraccion de lipidos totales

Se realizd de acuerdo a Yu et al. (29). Después de secar las microalgas,
estas fueron transferidas a morteros para su trituracion con 8 ml de una
mezcla de cloroformo:metanol (2:1). El extracto que se obtuvo se transfirié
a microtubos de 2 ml y se afadié 100 pl de NaCl 0,9% por cada 1000 pl
de extracto. La solucién se homogenizé en vortex por 30 seg y centrifugo
a 23000xg a 4°C por 5 min. La fase cloroférmica se filtr6 con filtros para
jeringa de 0,25 ym y transfirié a vasos de precipitado de peso conocido.
Los restos celulares y otros componentes retenidos en la fase intermedia
(entra fases acuosa y cloroférmica) fueron tratados varias veces con la
solucién extractora de lipidos (cloroformo:metanol) después de su
homogenizacién en el vortex y centrifugacién. Todos los extractos con
solventes organicos fueron filtrados y transferidos al mismo vaso de
precipitado. Los solventes organicos se evaporaron del vaso de
precipitado en un hotplate a 50°C por 4 horas. Luego los componentes
lipidicos retenidos en el vaso de precipitado fueron secados a 50°C por 4
horas. Finalmente, el vaso de precipitado se atemperdé a 25°C y se
determind su peso. Por diferencia de peso del vaso de precipitado con y
sin los lipidos se determind la cantidad de lipidos totales obtenidos. El
contenido de lipidos se determind con la siguiente ecuacién:

. . . Py
Contenido de lipidos (%) = P—xlOO
M

Donde:
PL = peso seco de los lipidos totales
PM = peso seco de las microalgas.

3.5. Procesamiento de los datos

Para determinar si existen diferencias significativas respecto al porcentaje de
remocién de nutrientes por cada especie microalgal, se utilizé el programa
Excel de Microsoft Office 2013.
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CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. RESULTADOS

4.1.1. Porcentaje de remocion de nutrientes de las aguas residuales
provenientes de las salidas de desaglie de Moronacocha y
Puerto Turistico el Huequito

En el agua residual de la salida de desagte de Moronacocha el pH
inicial fue 7,3; y los valores de pH finales fueron 8,0 (con Chlorella sp.)
y 8,1 (con Ankistrodesmus sp.). Los parametros quimicos también
mostraron variaciones con ambas especies de microalgas (Tabla
N°01). En general, se puede observar que si existi6 remocion de
nutrientes en todos los parametros analizados. Sin embargo, la
remocién de Amonio fue la mas exitosa en un 100% tanto en el cultivo
con Chlorella sp. y Ankistrodesmus sp. Los niveles de CO2 también
disminuyeron, entre un 70% y 80% pero con mayor porcentaje de
remocién en el agua residual que se cultivé con Chlorella sp. Por su
parte, los niveles de Calcio y Fosfatos también reportaron un alto
porcentaje de remocién, bordeando el 50%, pero con mayor eficacia
en el cultivo con Chlorella sp. Los demas nutrientes presentaron un

menor porcentaje de remocion.

Tabla N°01. Parametros Quimicos registrados del agua residual de la
salida de desagle de Moronacocha. Julio 2013

. -
PARAMETROS VALOR VALOR FINAL (ppm) o DE REMOCION

QUIMICOS [INICIAL (ppm) Chlorella sp. Ankistrodesmus sp. | Chlorella sp. | Ankistrodesmus sp.

CLORURO 50,00 40,00 40,00 20,0 20,0
CO: 40,00 5,00 8,50 87,5 78,8
DUREZA 65,00 52,00 60,00 20,0 77
SODIO 16,10 11,96 14,95 25,7 71
POTASIO 19,50 12,50 13,40 35,6 31,3
CALCIO 10,40 4,20 6,25 59,6 39,9
FOSFATOS 2,00 1,05 1,10 475 45,0
AMONIO 20,00 0,00 0,00 100,0 100,0

Elaboracion propia.
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El agua residual de la salida de desagle del Puerto el Huequito tubo
un pH inicial de 7,5, y los valores de pH finales fueron 8,0 (con
Chlorellasp.)y 7,6 (con Ankistrodesmus sp.) Los parametros quimicos
también mostraron variaciones con ambas especies de microalgas
(Tabla N°02). En general, se puede observar que si existié remocion
de nutrientes en todos los parametros analizados, con excepcion del
Calcio, cuya concentracion se incrementd en el agua residual en la
que se cultivé Chlorella sp. Sin embargo, la remocién de Amonio fue
la mas exitosa nuevamente, en un 100% en el agua residual donde se
cultivd con Chlorella sp. y en un 97,2% en la que se cultivd
Ankystrodesmus sp. La remocion de CO:z fue mas efectiva en el agua
residual donde se cultivd Chlorella sp. en un 92%. Los demas

nutrientes también fueron removidos pero menores al 50%.

Tabla N°02. Parametros Quimicos registrados en el agua residual de
la salida de desague del Puerto el Huequito. Julio 2013

VALOR FINAL (ppm) % DE REMOCION

PARAMETROS| VALOR
QUIMICOS [INICIAL (ppm) Chlorella sp. Ankistrodesmus sp. | Chlorella sp. | Ankistrodesmus sp.

CLORURO 38,00 28,00 36,00 26,3 5,3
CO: 50,00 4,00 14,00 92,0 72,0
DUREZA 60,00 32,00 38,00 46,70 36,7
SODIO 10,35 9,89 10,20 14 44
POTASIO 15,60 15,50 15,40 1,3 0,6
CALCIO 6,80 7,60 525 22,8 11,8
FOSFATOS 1,90 1,20 1,50 21,1 36,8
AMONIO 36,00 1,00 0,00 100,0 972

Elaboracion propia.
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4.1.2. Tasa de crecimiento microalgal

de Chlorella sp. y

Ankistrodesmus sp. en cultivos de aguas residuales
residuales provenientes de las salidas de desaglie de

Moronacocha y Puerto Turistico el Huequito.

El crecimiento de microalgas se dio de manera satisfactoria en la
muestra de agua residual de la salida de desagtie de Moronacocha,
pero Ankistrodesmus sp. presentdé una tasa de crecimiento mas
elevada que Chlorella sp. Donde, Ankistrodesmus sp., muestra un
perfil de crecimiento inicialmente lento, y a partir del cuarto dia se
puede observar un incremento gradual de la densidad microalgal,
iniciando con una densidad de 0.5 cel/mly finalizando con 12.1 cel/ml;
mientras que Chlorella sp. muestra un perfil de crecimiento
inicialmente lento, y a partir del quinto dia se puede observar un
incremento gradual de la densidad microalgal, iniciando con una
densidad de 0.1 cel/ml y finalizando con 1.7 cel/ml. (Grafico N°02)

Gréfico N°02. Perfil de crecimiento de Ankistrodesmus sp. y Chlorella sp.

durante el periodo de cultivo en el agua residual de la salida del desague de

Moronacocha.
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Elaboracion: Propia
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En el agua residual de la salida del desagtie del Puerto el Huequito se
verifico el crecimiento de Ankistrodesmus sp. y Chlorella sp. similar a
lo observado en al Grafico N°02, también se observa una tasa de
crecimiento mayor de Ankistrodesmus sp. presentando un perfil de
crecimiento inicialmente lento con una densidad de 1.0 cel/ml, y a
partir del quinto dia se puede observar un incremento gradual hasta
el dia trece con una densidad microalgal de 10.44 cel/ml, para tener
un descenso el dia catorce y volver a incrementarse a 9.83 cel/ml el
dia quince. Mientras que Chlorella sp. muestra un perfil de crecimiento
inicialmente lento, y a partir del onceavo dia se puede observar un
incremento gradual de la densidad microalgal. Iniciando con una
densidad de 0.1 cel/ml y finalizando con 1.6 cel/ml (Gréafico N°03).

Gréfico N°03. Perfil de crecimiento de Ankistrodesmus sp. y
Chilorella sp. durante el periodo de cultivo en el agua residual de

la salida del desagle del Puerto el Huequito.
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4.1.3. Relacion existente entre la tasa de crecimiento y el porcentaje
de remocion de nutrientes de Chlorella sp. y Ankistrodesmus
sp. en cultivos de aguas residuales domésticas provenientes
de las salidas de desagiie de Moronacocha y del Puerto

Turistico el Huequito.

Al observar el Grafico N°02 y la Tabla N°01 se puede notar que con
ambas especies de microalgas existe remocién de nutrientes a partir
del crecimiento de éstas, pero en porcentajes distintos con algunos
nutrientes. En el agua residual de la salida de desagle de
Moronacocha la especie que tuvo menor tasa de crecimiento fue
Chilorella sp. pero logré un 18.6% y 19.7% mas de remocién de sodio
y calcio, respectivamente, que Ankistrodesmus sp. Sin embargo, los
cultivos con ambas especies lograron la remocion del 100% de

amonio.

Por otro lado, la Grafico N°03 y la Tabla N°02, que detallan los datos
del agua residual de la salida del desegtie del Puerto el Huequito, la
especie que tuvo menor tasa de crecimiento también fue Chlorella sp.
y logré un mayor porcentaje de remocion de nutrientes, pero con
excepcion del calcio, donde la concentracion de éste, se increment6
en un 11.8% luego del periodo de ficoremediacién; mientras que
Ankistrodesmus sp. logré la remocion de calcio en un 22.8% y en el
caso del amonio, solo ésta especie, logrd la remocion completa del
100%.

4.1.4. Produccién de biomasa y acumulacion de lipidos totales de
Chlorella sp. y Ankistrodesmus sp. en cultivos de aguas
residuales domésticas provenientes de las salidas de
desagiie de Moronacocha y Puerto Turistico el Huequito.

La mayor biomasa microalgal se obtuvo en el cultivo del agua residual
de la salida de desague del Puerto el Huequito con Ankistrodesmus

sp. (330 mg/L). Mientras que en los cultivos con las aguas residuales
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de las salidas de desagtie del Puerto el Huequito y de Moronacocha

con Chlorella sp. se obtuvo la misma cantidad de 280 mg/L.

Asi también, el mayor porcentaje de lipidos totales se obtuvo en el
cultivo con el agua residual de la salida de desagle del Puerto el
Huequito con Ankistrodesmus sp. con un 28.6%. Mientras que el
menor porcentaje de lipidos totales se registr6 en el cultivo con el agua
residual de la salida de desague del Puerto el Huequito con Chlorella
sp. con un 22.3% (Tabla N° 03).

Tabla N° 03. Produccién de biomasa y porcentaje de lipidos de las

microalgas.
BIOMASA EN o
ESPECIE PESO SECO (mg/L) LIPIDOS TOTALES (%)
MORONACOCHA
Chlorella sp. 310 +0.02 23.87 £0.21
Ankistrodesmus sp. 280 £ 0.03 27.81 £0.37

PUERTO EL HUEQUITO
Chlorella sp. 330 £ 0.04 22.31+0.26

Ankistrodesmus sp. 280 +£0.02 28.63 +0.84
Elaboracion: Propia

4.2. DISCUSION

El uso de microalgas para el tratamiento de las aguas residuales ha sido un tema
de investigacién y desarrollo de varias décadas. John J (30), introdujo el término
ficoremediacion, en el afno 2000, para referirse a la remediacién llevada a cabo
por las algas (micro o macro algas); por la caracteristica propia de las mismas,
para eliminar cantidades significativas de nutrientes debido a que requieren altas
cantidades de nitr6geno y fésforo para la produccion de proteina (45-60% de
microalgas peso seco), el acido nucleico y la sintesis de fosfolipidos (31). Sin
embargo, a pesar de ser un tema propio del milenio, en la revision bibliografica
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no se han identificado estudios similares en la regién Loreto o en otras regiones

del Peru.

En la remocidn de nutrientes, los mas dafninos al ambiente son la presencia de
nitrégeno y fésforo que favorecen a la eutrofizacién de los cuerpos de aguas (32—
34). El nitrégeno puede existir en diferentes formas a causa de diversos estados
de oxidacién, y puede cambiar facilmente de una forma a otra dependiendo del
estado de oxidacién presentes en el momento. En el ambiente, los organismos
vivos pueden realizar cambios de un estado de oxidacion a otro. Las principales
formas de nitrégeno son nitrdgeno organico, amoniaco (NH4 + o NH3), el nitrito
(NO2 -) y nitrato (NOS-) (35). Todas las formas de nitrégeno se toman como un
nutriente por la microalga, aunque los compuestos de nitrégeno mas comunes
asimilados por microalgas son amonio (NH4 +) y nitrato (NH3 -) (36). En este
estudio, los niveles de nitrogeno y foésforo se realizaron a nivel de amonio y
fosfatos; donde, las especies Ankistrodesmus sp. y Chlorella sp. han demostrado
una exitosa remocion de amonio en los dos medios de cultivo, tanto con agua
residual de la salida de desaglie de Moronacocha y del Puerto el Huequito;

logrando en ambos casos el 100% de remocidn.

La tasa de crecimiento microalgal se va a relacionar en funcion a la presencia de
los niveles de nutrientes en las aguas residuales tal y como lo afirma Fathi (27)
en su estudio de ficorremediacion de aguas residuales en donde cultivd Chlorella
vulgaris y notd que el crecimiento algal fue significativamente realzado en uno
de sus cuatro medios de cultivos debido a sus niveles mas altos de nitrogeno y
fosforo. De la misma manera, Kong (37) realizé su investigacién para proponer
desarrollar tecnologias a gran escala para producir biomasa de algas ricas en
petréleo a partir de aguas residuales; donde también, verificé que, el nivel de

nutrientes influyé enormemente en el crecimiento de algas. En este estudio, se

registrdé altos porcentajes de remocién de nutrientes, sobretodo en el agua
residual de la salida de desague del Puerto el Huequito, medio en el cual las
densidades de crecimiento de Ankistrodesmus sp.y Chlorella sp. fueron las mas
altas con 12.1 cel/ml y 1.7 cel/ml, respectivamente. Y para llegar a esos puntos
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pasaron por unos siete primeros dias de registros bajos de densidad, de los
quince que duré el ensayo. En el caso de las aguas residuales de Moronacocha,
pasaron doce dias de registros de baja densidad, para llegar a su fase
exponencial de hasta 8.0 cel/ml en el caso de Ankistrodesmus sp.; mientras que

Chilorella sp. se mantuvo hasta 2.0 cel/ml.

Por otro lado, la fijacion del CO2, que ofrece la ficoremediacién es una solucién
para la amenaza del mundial calentamiento), dado de que la microalga reduce
la concentracion de CO:2 disuelto en el agua residual mediante la fotosintesis
que, a su vez, eleva el nivel de pH (28). Dentro de los estudios de los efectos del
CO2 y el pH en el crecimiento de las microalgas se demostré que una inyeccién
de aire y una cantidad moderada de CO2 promovieron el crecimiento de algas.
Sin embargo, demasiado CO:2 inhibié el crecimiento de algas debido a una
disminucién significativa en el pH(37). Ello se vio reflejado en este estudio, donde
el segundo nutriente con mayor porcentaje de remocién fue el COz2, en un 92%
con Chlorella sp. cultivada en el agua residual de la salida de desagUe del Puerto
el Huequito. Ocurriendo lo mismo con los otros ensayos pero con un menor
porcentaje de remocién no menor del 70%. Es asi que se plantea que las
microalgas representan el mejor tratamiento biolégico para el agua residual
porque aumentan el oxigeno contenido en las aguas residuales por medio de la
fotosintesis (38).

Entonces, dado que, muchas especies de microalgas proliferan en las aguas
residuales debido a la abundancia de carbono, nitrégeno y fésforo que actuan
como nutrientes para las algas, también existe la posibilidad de combinar el
tratamiento de aguas residuales por microalgas, como la eliminacién de

nutrientes, con la produccion de biocombustibles a partir de la biomasa algal (39).
La biomasa algal residual producida constituye una materia prima valiosa para

la produccién de bioenergia en forma de alcoholes o biogas, alimentacién animal,

biofertilizantes u otros productos de valor anadido (10).
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Chinnasamy (40) en el 2010, afirm6 que las aguas residuales industriales y
municipales son recursos potenciales para la produccion de biocombustibles de
microalgas. Se realizé un estudio con aguas residuales, de la ciudad de Dalton,
gue contenian un 85-90% de efluentes de la industria de alfombras con un 10-
15% de aguas residuales municipales, para evaluar la viabilidad de la biomasa
de algas y la produccién de biodiesel. Las cepas de microalgas nativas fueron
aisladas de las aguas residuales de la alfombra. Un consorcio de 15 aislados de
algas nativas mostro el 96% de eliminacidn de nutrientes en las aguas residuales
tratadas. Donde, alrededor del 63.9% del aceite de algas obtenido del consorcio
podria convertirse en biodiesel. Al igual que Kong (37), quien demostré que el
nivel de nutrientes influyé enormemente en el crecimiento de algas, en cuyo
estudio se verific6 que el contenido de aceite de las microalgas de
Chlamydomonas reinhartii fue del 25,25% (p/p) en peso de biomasa seca. En
este estudio, se logrd un porcentaje de contenido lipidico de Chlorella en 23.81%,
y Ankistrodesmus sp. en 27.81%% del cultivo en aguas residuales de la salida
de desagiie de Moronacocha; y de Chlorella en 22.31%, y Ankistrodesmus sp.
en 28.63%% del cultivo en aguas residuales de la salida de desagle de Puerto

el Huequito.

Es asi que, el interés a nivel mundial en el cultivo de microalgas con fines
energéticos, unido a la necesidad de disponer de tecnologias de tratamiento de
aguas residuales medioambientalmente mas sostenibles, ha hecho que los
procesos de tratamiento de aguas residuales mediante microalgas sea una
alternativa prometedora desde el punto de vista econémico y ambiental frente a
sus homdélogos aerobios y anaerobios (10).
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5.1.

CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

La tasa de crecimiento microalgal fue mayor en Ankistrodesmus sp.
cultivada en las aguas residuales de la salida de desagle de
Moronacocha.

Se logr6 la remocion del 100% de amonio con Ankistrodesmus sp. y
Chilorella sp. cultivadas en agua residual de la salida de desaguie de
Moronacocha; también se logré una remocion del 92%. de CO2, con
Chlorella sp. cultivada en el agua residual de la salida de desagtie del
Puerto el Huequito.

No existe una relacién directa entre la tasa de crecimiento y el porcentaje
de remocion de nutrientes.

La mayor produccion de biomasa se observd en Chlorella sp. cultivada
con el agua residual de la salida de desague del Puerto el Huequito y el
mayor contenido de lipidos totales se dio en Ankistrodesmus sp. también
cultivada con el agua residual de la salida de desagle del Puerto el

Huequito.

5.2. Recomendaciones

Realizar el tratamiento con mayor numero de repeticiones para poder
obtener datos mas especificos.

Realizar un analisis mas detallado en cuanto a los parametros quimicos,
por lo que, la Universidad Cientifica del Perld debe continuar con la
implementacidén de materiales y equipos de laboratorio para tener mayor
disponibilidad de los mismos.

Continuar con este tipo de investigaciones que resultan beneficiosas para
identificar procesos que ayuden a mejorar la calidad de vida de la

sociedad por medio de practicas ambientalmente amigables.
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Ficha de Reqistro de Recoleccion de Agua Residual

CAPITULO VI: ANEXOS

Fecha de Colecta:

Hora de Colecta:

NO

Lugar

Cantidad

Observaciones

Color del agua y aspecto
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Ficha de Conteo:

FECHA FECHA
Ne Chlorella sp. Ne Ankistrodesmus sp.
MC 1 MC 2 PH 1 PH2 MC 1 MC 2 PH 1 PH2
1 1
2 é 2
3 8:: 3
4 < 4
5 1
Total ®) 2
Promedio o;g 3
Concentracion < 2
Tasa de Total
crecimiento Promedio
Concentracion
Tasa de
crecimiento

32



