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RESUMEN

La utilizacién de la microalga Chlorella vulgaris son una opcién ecoamigable y rentable
principalmente si se integra en la depuracién del agua residual empleando la materia
orgdnica y nutriente presente del agua como medio de cultivo. Es asi, que el objetivo en
este estudio fue evaluar la eficiencia de remocién de materia organica mediante el uso
de la microalga C. vulgaris en las aguas residuales municipales del distrito de Monzén
(Hudnuco). Para determinar la capacidad de remociéon se empledé un sistema de
crecimiento de cultivo llamado “Biorreactor” por un periodo de 17 dias donde el andlisis
fisico-quimico de las muestras a tratar fueron antes y después del experimento,
asimismo se monitored diariamente el crecimiento de la microalga a través de la
cuantificacion de peso seco, velocidad especifica de crecimiento, productividad,
temperatura, pH y las lecturas de absorbancia. El experimento contd con tres unidades
experimentales sin el agua residual y tres unidades con el agua residual a una
concentracion de 21%. Los valores de porcentaje de remocidn para el DQO, DBO, fosfato
y nitrato fueron -293.0%, 41.9%, 69.13% y -107 592%, respectivamente. Donde el valor
negativo del DQO se relaciond con la descomposicidn de las microalgas viejas a través
de las bacterias y la liberacion de la materia orgdnica (sustancias poliméricas
extracelulares ) luego que las microalgas fijaran el CO2, y para el valor negativo de
nitrato se relaciond con la presencia de bacterias nitrificantes (BN). Por otra parte, los
metales pesados como Ni, Cr, Pb y Cd fueron ligeramente superiores al Limite Maximo-
Permisible (LMP).En conclusion, se ha demostrado que, si es posible la biorremediacion

de aguas residuales municipales a partir del cultivo de C. vulgaris.

Palabras Claves: Aguas residuales, microalgas, Chlorella vulgaris, materia organica
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ABSTRACT

The use of the microalga Chlorella vulgaris is an eco-friendly and profitable option,
mainly if it is integrated into the purification of wastewater using the organic matter and
nutrients present in the water as a culture medium. Thus, the objective of this study was
to evaluate the efficiency of organic matter removal by using the microalgae C. vulgaris
in the municipal wastewater of the Monzén district (Huanuco). To determine the
removal capacity, a culture growth system called "Bioreactor" was used for a period of
17 days where the physical-chemical analysis of the samples to be treated were before
and after the experiment, as well as daily monitoring of the growth of the microalga
through the quantification of dry weight, specific growth rate, productivity,
temperature, pH and absorbance readings. The experiment had three experimental
units without residual water and three units with residual water at a concentration of
21%. The removal percentage values for COD, BOD, phosphate, and nitrate were -
293.0%, 41.9%, 69.13% and -107 592%, respectively. Where the negative value of COD
was related to the decomposition of old microalgae through bacteria and the release of
organic matter (extracellular polymeric substances) after the microalgae fixed CO2, and
for the negative value of nitrate it was related to the presence of nitrifying bacteria (BN).
On the other hand, heavy metals such as Ni, Cr, Pb and Cd were slightly higher than the
Maximum-Permissible Limit (LMP). In conclusion, it has been shown that, if it is possible,

the bioremediation of municipal wastewater from the cultivation of C vulgaris.

Keywords: Wastewater, microalgae, Chlorella vulgaris, organic matter
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| PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La contaminacién de los rios en Asia, Africa y América Latina aumentaron su grado de
contaminaciéon desde 17% hasta 45% entre los afios 2010 y 2016 a causa del desarrollo
econdmico, incremento de asentamientos informales, la expansién y aumento de la
agricultura intensiva (UNEP, 2016). Ademads, se estima que el 80% de aguas residuales a
nivel mundial no son tratadas de manera apropiada y que alrededor de 3.4 millones de
personas a nivel global mueren por enfermedades infecciosas presentes en el agua

como colera, fiebre tifoidea, enfermedades diarreicas, entre otras (WWDR, 2017).

En Latinoamérica mds del 70% de las descargas de aguas residuales no reciben un
tratamiento apropiado (Meofio, 2015)mientras que, en Peru el 70.9% de las mismas son
descargados directamente a un cuerpo de agua como rios, mares o lagos; es decir, por
lo menos 530 milléon de metros cubicos de aguas residuales llegaron a alterar los cuerpos
de agua superficial que son usados para fines agricolas, pesca, recreacion e incluso para
el suministro del agua potable (SUNASS,2008). Asimismo, en el pais de las 253
localidades del ambito de las entidades prestadores de servicio de saneamiento(EPS),
83 no poseen con sistemas de tratamiento de aguas residuales, por ello los desechos
liquidos de estas localidades son descargados directamente al cuerpo de agua
(SUNASS,2015), y esto representa que el 14% cumplen con las normativas vigentes para

su funcionamiento de acuerdo con el Plan Nacional de Saneamiento 2006-2015.

El distrito de Monzdn no cuenta con una planta de tratamiento de aguas residuales, por
lo que las descargas de las aguas servidas son vertidas directamente al rio de Monzén,

generando asi malos olores en las zonas aledafias del rio. Pese a esto, no hay ninguna
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iniciativa por parte del Gobierno Regional para el control de la contaminacién del rio; en

consecuencia, no existe un interés de preservacion y conservacion del rio.

En la actualidad, el tratamiento de aguas residuales convencionales (con métodos fisicos
y quimicos) tiene el objetivo de disminuir los excesos de componentes orgdnicos e
inorganicos a condiciones normales, pero esto tiene un nivel de costo muy alto para su
funcionamiento y tratamiento, y muchas veces no son muy efectivos para su remocién
(Tirado et al., 2016). En este contexto, el uso de microalgas en las ultimas décadas es
considerado una alternativa eco-tecnolégica y econdmica capaz de brindar
subproductos sostenibles (pigmentos, proteinas, lipidos, vitaminas, entre otros) vy, al
mismo tiempo, contribuye en la mejora de la calidad de agua (Lopez-Pacheco et al.,

2019).

De todas las especies de microalgas, la microalga Chlorella vulgaris tiene la gran
capacidad de adaptarse y remover altas concentraciones de nutrientes organicas
presentes en las aguas residuales municipales. Ademas, esta especie se cultiva para fines
de alimentacidn o suplemento debido a la rapida tasa de crecimiento que presentan y
por el alto contenido de componentes nutritivos que poseen como proteinas, pigmentos
y lipidos (Nguyen et al., 2019). Por otro lado, C. vulgaris esta siendo integrado al sistema
de suministros de nutrientes en la agricultura (Faheed, 2008), considerados como
biofertilizantes organicos debido a su alto contenido de micro y macronutrientes que
son sustanciales para el crecimiento de las plantas, lo que favorece la productividad de
los cultivos. Ademas, la biomasa de C. vulgaris se puede cultivar y utilizar de manera
ecoldgica sin generar mayores gastos, lo que puede ser una eleccion frente a los

costosos fertilizantes quimicos nocivos (Suchithra et al., 2022).
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El presente estudio pretende desarrollar un prototipo de biorreactor a base de
materiales reciclados para el crecimiento de la microalga C. vulgaris en el medio sin o
con agua residual. Esto permitird ofrecer una alternativa de tratamiento de aguas
biolégica a la poblacién de Monzén, especificamente orientado hacia el
aprovechamiento del uso de microalgas para remocidn de la materia organica (DBO y
DQO) y nutrientes (nitrato y fosfato) presente en el agua residual y, con ello, generar
biofertilizantes organicos para la productividad de los cultivos. Finalmente, este
proyecto permitird mejorar y conservar el entorno, reduciendo asi los dafios causados
por la contaminacién de las aguas residuales como por ejemplo conservacién de las

especies acuaticas, floray fauna.

I MARCO TEORICO

2.1 Aguas residuales
El término de aguas residuales se caracteriza por tener una matriz muy compleja donde
se pueden encontrar concentraciones significativas de sdlidos totales que van desde 350
a 1200 mg/L, los materiales disueltas y particulados que son medidos por la Demanda
Bioquimico de Oxigeno (DBO) que van desde 250 - 1 000 mg/L, también se encuentran
los microrganismos que llegan hasta 10° NMP/ml, los nutrientes, los metales pesados y

microcontaminantes (Warwick et al., 2013).

Los contaminantes presentes en el agua se pueden originar de dos manera, primero ser
de origen puntual que se refiere al agua residual que sale de una tuberia o canal, el
segundo de origen dispersa que se refiere a areas amplias y no confinadas donde los
contaminantes ingresan a un cuerpo receptor (rios, lagos, lagunas y mares ), por

ejemplo, la escorrentia superficial de las granjas y agricolas son considerados como una

Tesis publicada con autorizacion del autor
No olvide citar esta tesis




UNIVERSIDAD

¥* TESIS CIENTIFICA

fuente dispersa de contaminacién que conducen desechos de animales, fertilizantes
guimicos, pesticidas, insecticidas, fungicidas y sedimentos en los arroyos o quebradas

cercanos ( Britannica, 2022).

2.1.1 Los componentes fisicoquimicos de las aguas residuales
La demanda bioquimica de oxigeno (DBO). Es un parametro utilizado para determinar
la calidad de agua donde la cantidad de oxigeno aprovechados por los microorganismos
puedan transformar la cantidad total de materia orgdnica en diéxido de carbono y agua,
a través de un volumen determinado de aguas residuales y el tiempo limitado para

detectar este tipo de analisis es de 5 dias (Ramachandra Rao, 2006).

La demanda quimica de oxigeno (DQO). Las aguas residuales con altas concentraciones
de DQO pueden ser perjudiciales cuando son descargados a las aguas superficiales y
subterraneas, debido a que una gran cantidad de componentes organicos presentes en
el cuerpo receptor (rios, lagos y lagunas) reducen la cantidad de oxigenos disueltos y
conducen al desarrollo de condiciones anaerobias. Ademas, los estandares de DQO para
descarga en aguas continentales, costeras y protegidas se establecen en 60-300 mg/L

(Ligaray et al., 2018).

Nitrato. El ion nitrato NO3 naturalmente se desarrolla a partir del ciclo de nitrégeno,
pero a medida que sus concentraciones aumenten estos pueden ser perjudicial para los
recursos hidricos naturales. El origen de los nitratos puede ser de manera puntual y no
puntual (difusa), incluidas en el uso de fertilizantes tanto quimicos y naturales, los
sistemas sépticos con fugas y la produccién de bacterias (Fenech et al., 2012). Cuando
el nivel de nitrato presenta altas concentraciones en el cuerpo de agua natural conducen

a la eutrofizacién, reduccion de la calidad de agua, disminucién de niveles de oxigeno
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disuelto y de la biodiversidad impactando de manera negativa al equilibrio ecolégico
natural. Ademds, el nitrato en condiciones bajas se pueden convertir en nitritos, luego

en nitrosaminas cancerigenas (amenaza para el ser humano) (X. Fu et al., 2022).

Fosfato. En el desarrollo de la eutrofizacidn del agua el fésforo es considerados como
uno de los principales responsables de esta contaminaciéon si sobre pasa la
concentracién de fosforo de 15 pg/L llegan a conducir a un crecimiento intenso de algas.
Entre las fuentes puntuales de fésforo se hallan en los efluentes de criaderos de cerdos,

domesticas, municipales e industriales (Jucherski et al., 2022).

Sulfato. Las principales fuentes de sulfatos se pueden dar de forma natural y
antropogénica, el primero consiste en la meteorizacion quimica y en el proceso de la
oxidacién de algunos minerales que contienen azufre, el segundo se da por los efluentes
descargados de muchas industrias como las aguas residuales textiles, farmacéuticas y la
produccién de aluminio. Ademas, pueden tener implicaciones en la salud humana como
efecto de laxante, deshidratacién y malestar gastrico cuando la concentracion de
sulfatos son superados a los 600 mg/L (Hudaib, 2021), en la parte ambiental a altas
concentraciones de sulfatos provocan la mineralizacién del agua, altera el ciclo natural
del azufre y la liberacién de sulfuro de hidrogeno hacia la atmésfera (Mthembu et al.,

2021).

Temperatura. En términos de temperatura esto puede variar porque depende de
muchos factores como el drea geografica (de latitudes mas altas o regiones montafiosas)
y los cambios de clima (época seca o fria ), las temperaturas de las aguas residuales
pueden llegar hasta 8°C 0 15°C, incluso a menos 5°C, lo cual es comun para los efluentes

(Zzhou et al., 2018).
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pH. El parametro de pH es un indicador de las actividades bioldgicas presentes en las
aguas residuales (Nadiri et al., 2018). Ademas, mide la actividad de iones de hidrégenos
presentes en una solucion y determina la acumulacién de componente toxicos quimicos,
asi como los niveles de incremento de alcalinidad presentes en los efluentes (ALAR

Water Treatment, 2016).

Color. Uno de los problemas fundamentales que genera el color de las aguas residuales
son las alteraciones del equilibrio natural de la flora y fauna, y las alteraciones de las
actividades fotosintéticas, esto se debe a la acumulacién de sélidos suspendidos y de la
materia orgdnica que impiden que la radiacién luminica no puede ser penetrados sobre

el agua, reduciendo de esta manera la actividad microbiana (Collivignarelli et al., 2019).

Olor. El olor de las aguas residuales generan efectos negativos a la vida humana como
dolor de cabeza, nduseas, somnolencia e irritacién o psicoldgicos ( estrés y alteraciones
de animo) debido a la liberacion de compuesto quimico al ambiente como por ejemplo

el sulfuro de hidrogeno, amoniaco, diéxido de azufre y entre otros (Hawko et al., 2021)

Conductividad eléctrica (CE). Se caracteriza por estar compuesto de iones disuelto en
agua y la medicién de la CE en cualquier solucién de la muestra permite detectar la
presencia de materiales orgdnica e inorgdnica y niveles de impurezas presentes en el
agua residual (Levlin, 2010). Hay que tener en cuenta, que las sales minerales son buenas
conductoras, pero la presencia de materias organicas y coloniales tienen una menor

conductividad (Iparraguirre, 2020 ).

Solidos disueltos totales (SDT). Mayormente los SDT estdn compuestos por sales
inorgdnicos como calcio, magnesio, potasio, bicarbonatos, et., y materias organicas

disueltas en agua. Las aguas naturales contienen un cierto limite de SDT, pero las
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actividades antropogénicas (mineria, agricultura, ganaderia, industriales u otros) hacen
gue aumenten los niveles de SDT y esto a la vez pueden ser toxicos para la vida acuatica
(peces, insectos, anfibios y macroinvertebrados), por ejemplo, si los STD superan a 250
mg/L alteran la fertilizacién de los salménidos y si los valores de STD son de 270 a 1
170mg/L puede eliminar a casi toda las especies de totoras (Ceratophyllus demersum)
(Peng et al., 2020). Por otra parte, las concentraciones de SDT de las aguas residuales

varian entre los valores de 250 mg/L y 850 mg/L (Peng et al., 2020).

Metales pesados. Una de las caracteristicas principales de los metales pesados es que
son considerados como contaminantes inorgdnicos que poseen una densidad y peso
atédmico relativamente muy altos y a bajas concentraciones pueden ser muy venenosos
(Joshi & Gururani, 2022). Ademads, existen una gran cantidad de factores que son los
causantes de las acumulaciones de iones de metales pesados en los efluentes liquidos
como las diversas actividades industriales que dentro de sus operaciones realizan

procesos de electrolisis, galvanoplastia y las fundiciones de metales (Saleh et al., 2022).

La mayor consecuencia de estos metales pesados en el ambiente son la destruccién del
habitat marino, la reduccién de la productivos de los cultivos debido a la degradacion de
los suelos y la absorcidn de las plantas, lo cual estos entran a la cadena alimenticia y
pueden generar adversas consecuencia hacia a la humanidad y animales (Chai et al.,
2021).finalmente, Los principales contaminantes de metales pesados son Plomo (Pb),
Cadmio (Cd), Cromo (Cr), Niquel (Ni), Arsénico (As), Mercurio (Hg) y entre otros.(Fouda-

Mbanga et al., 2021).

Turbidez. La turbidez es un indicador importante para el analisis de la calidad del agua

qgue consiste en mostrar el grado de absorcién o dispersién de la luz debido a la
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presencia de sustancias suspendidas en el agua que pueden ser sedimentos,
compuestos organicos e inorganicas, arcillas, plancton, microrganismo, entre otros.

(Hudson, 2010).

2.1.2 Tipos de aguas residuales
Aguas residuales municipales. Las aguas residuales municipales son los efluentes que
se generan de la casa, restaurantes, tiendas, hoteles, colegios, lavado de autos, etc.
(Shakeri et al., 2021). Ademads, se categorizan por ser una mezcla de efluentes
industriales (5-20%) y efluentes domésticos (80-95%) , y dentro de esta categorizacién
se puede encontrar los materiales orgdnicos (Nitrato, Fosfato, DBO y DQO), materiales

inorganicos (Pb, Cu, Hg, Zn, etc.) y microorganismos patégenos (Guldhe et al., 2017).

Aguas residuales Industriales. Por lo general las aguas residuales industriales son
procedentes de una actividad industrial (descarga acuosa) cuyo proceso de fabricacidon
industrial se utilice el uso de agua o actividades de limpieza durante el proceso de
produccién y transformacion. Estos efluentes en su mayoria contienen iones de metales
pesados, compuestos organicos, nutrientes, colorantes, pesticidas u otros materiales
toéxicos (Samaei et al., 2018). Por ejemplo, en la industria textil su mayor consumo para
generar la produccidén textileria es el agua, los tintes y productos quimicos. Se estima
aproximadamente que 500 toneladas de materiales de tintura son descargados al medio
ambiente anualmente. Lo cual generan acciones estéticamente indeseables, tdxicas,
cancerigenas y mutagénicas, y dentro de las caracteristicas principales de estos
efluentes se encuentran el color, turbidez, DQO, sdlidos en suspension y conductividad
eléctrica, debido a que contiene grandes cantidades de productos quimicos (Desa et al.,

2019). En el reporte de (Bougdour et al.,, 2020) se evaluaron los parametros
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fisicoquimicos de los efluentes de las industria textiles utilizando métodos estandar de

analisis de aguas residuales y agua ( Ver tabla 1).

Tabla 1
Caracterizacion de las aguas residuales industriales textiles
Parameters Unit Concentration of textile effluent
pH 6.78-725
Temperature C 24 4
CcoD mg/L 9823 - 1012
BOD meg/L 269 - 271
Conductivity mS/cm 165-16.8
Turbidity NTU 2008

Nota. Tomado de “Photocatalytic degradation of industrial textile wastewater using
52082-/Fe2+ process”, por Bougdour et al., 2020.

Aguas residuales hospitalarios. Los efluentes liquidos hospitalarios son generados por
distintos servicios como laboratorios, policlinica, quiréfano, lavanderia, etc. Teniendo
un alto contenido de macrocontaminantes (DBO, DQO, SS, etc) y microcontaminantes
(productos farmacéuticos y de cuidado personal, compuestos organicos Halogenados,
alterador hormonal u otros farmacos) en distintas concentraciones como fuente
principal de microcontaminates en el medio ambiente. Ademas, las concentraciones de
los efluentes hospitalarios son muy superiores a las concentraciones de los efluentes

municipales en términos de microcontaminantes (Hocaoglu et al., 2021).

Aguas residuales agricola. La contaminacién agricola se ha convertido uno de los
problemas mas graves a nivel mundial en especial los paises en desarrollo como china.
La contaminacién del agua por fuentes difusas (no se localiza en un punto fijo o
determinado), siendo esto una fuente importante en la contaminacién agricola a causa
de cantidades excesivas de uso de fertilizantes, herbicidas e insecticidas en el desarrollo
de la produccién agricola (Chen et al., 2017). De acuerdo en el informe de Li et al. (2017)

la agricultura China ha superado a la industria convirtiéndola en la principal fuente de
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contaminacién del agua, lo cual desde el 2005 han generado alrededor de 44 % de DQO,
57% de nitrégeno y 67 % de fosfato; debido a el excesivo uso de fertilizantes que esto a
su vez provocd emisiones de gases de efecto invernadero y la disminucién de 0.5

unidades de pH de suelo en las diversas regiones productoras de cultivo.

Aguas residuales ganadera. Los efluentes generados por la ganaderia contienen altas
concentraciones de materia organica, solidos en suspensidn excesivo y altas cantidades
de amoniaco y fosforo, esto se debe al lavado de los heces y orinas de los animales.
Muchas veces, para las industrias ganaderas se les hace imposibles gestionar dicha agua
residual, por ejemplo, tratar de reducir la propagacién de patégenos y microorganismos
toxicos, y los problemas de los malos olores (Nik Daud & Anijiofor, 2017). Otro de los
problemas que presenta es el consumo hidrico en grandes cantidades, se estima que el
29 % del agua usada para la agricultura en su mayoria es dirigido a la produccién
ganadera (cultivo de alimentos para los animales) y no solo reduce la disponibilidad del
agua sino también son contribuyentes de los gases de efecto invernadero (GEl), debido
a que demanda en grandes cantidades el uso de fertilizantes quimicos (Lahlou et al.,

2021).

2.2 Concepto de la microalga
Las microalgas se caracterizan por estar rodeada de pared celular cubierta a lo largo con
iones de carga negativa encontrandose a los grupos hidroxilo o grupos carboxilo. De esta
manera atraen metales que tienen carga positiva uniendo asi en su pared celular, la
union se puede dar por absorcién, quelacion y bioacumulacion como en su mayoria de
las aguas residuales estan cargadas por una gran variedad de nutrientes como

nitrégeno, fosforo, carbono, azufre, potasio y entre otros (M. Ray et al., 2019). Ademas,
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las microalgas son organismos unicelulares que para su crecimiento usan la radiacion
solar, agua y el CO; atmosférico; no obstante, no poseen raices, tallos u hojas como las
plantas terrestres o acudticas. En su mayoria estan compuestas por 9.5-42 % de lipidos,
17-57 % de carbohidratos y proteinas en un 20-50 %, y 100 000 especies han sido

identificado pero solo 35, 000 especien han sido caracterizado (Soares et al., 2019).

En la Figura 1, se observa la estructura de una microalga donde la parte del citoesqueleto
esta comprendido por filamentos de proteinas que permite dar la forma y soporte a la
célula. La pared celular estd constituida por polisacaridos que tienen como funcién
proteger y estructurar a la célula a través de una capa protectora llamada membrana
contenida por proteinas y lipidos. La membrana del reticulo endoplasmatico rugoso
(REr) es el lugar donde asimilan las proteinas y almacenan el ion calcio (Ca*?) y esta
recubierta por ribosomas, mientras que la membrana del reticulo endoplasmatico liso
(REI) carece de ribosomas, pero es un lugar donde se sintetiza los lipidos. Finalmente,
tenemos al cloroplasto (forma de organelos) que son los encargados de realizar la
fotosintesis y contienen los pigmentos, las clorofilas y los carotenoides para poder

absorber la energia de la luz.
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Figura 1
Estructura de una microalga
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Nota. Tomado de “Microalgae as an alternative to oil crops for edible oils and animal feed”, por
Fawcett et al., 2022.

2.2.1 Fase de crecimiento de las microalgas
En la Figura 2, se describe las fases que posee las microalgas en un cultivo descontinuo,
la primera fase corresponde a la fase de retraso o fase de adaptacién donde la densidad
de la poblacién crece ligeramente debido a que las células de las microalgas se estdn
aclimatando fisiolégicamente al crecimiento (aumento de niveles de enzima y
metabolitos). La segunda fase corresponde a la fase de crecimiento exponencial; es decir
la densidad poblacional de las microalgas empiezan a incrementar en funcidn al tiempo.
La tercera fase corresponde a la fase de declinacién donde la tasa de crecimiento de las
microalgas empieza a disminuir (las células desaceleran), esto sucede por el
agotamiento de los nutrientes u otros factores fisicos o quimicos que comienzan a
reducir el crecimiento. En la cuarta fase corresponde a una fase estacionaria donde el

factor limitante (nutrientes) estan equilibrados con la densidad poblacional llevando a
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gue el crecimiento de la microalga sea constante. Finalmente, en la ultima fase
corresponde a la fase de muerte de la densidad poblacional donde empieza a decaer
rapidamente debido al agotamiento de nutrientes, carencia de oxigeno o el efecto de

autosombreado.

Figura 2
Fase de crecimiento de la microalga en cultivo descontinuo
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Nota. Tomado de “ Cellular viability and the occurence and significance of chlorophyll allomers
during phytoplankton turnover”, por Steele, 2015.

2.2.2 Factores que afectan el crecimiento de las microalgas
El crecimiento de las microalgas o cultivo de microalgas estan influenciado por distintos
factores ambientales como las unidades de pH (medicion de acides, neutro o alcalino),
la variacion de temperatura (T°C), la intensidad de la luz (medicién en luxes), el diéxido
de carbono (CO2) y la composicién de nutrientes en el medio de cultivo de las microalgas.
Entre los factores mencionados la temperatura y la intensidad de luz son los dos
componentes importantes que afectan el crecimiento y la productividad de la biomasa,
ya que los valores dptimos de luz y temperatura va a depender de cada tipo de especie
de microalga. Ademas, si las microalgas se encuentran en un ambiente de estrés como

nutrientes inapropiados presentes en los medios de cultivos o la intensidad de luz o
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temperatura que son bajas o altas, se pueden percibir una reduccion en la produccion

de biomasa y en la tasa de crecimiento (Metsoviti et al., 2019).

Temperatura. La mayor parte de las especies de microalgas puede desarrollar su
fotosintesis y division celular entre los rangos de temperatura de 15°Cy 30°C, pero con
condiciones dptimas entre los rangos de 20°C y 25°C. Ademas, cuando la temperatura
del medio es excedido frente a la temperatura éptima la tasa de crecimiento empieza
reducir notablemente, esto se debe a, que el calor acumulado en el medio de cultivo
lleva al estrés de las microalgas alterando sus funcionalidades como la inactivacién y
desnaturalizacién de las enzimas o cambiar las proteinas que estan relacionadas en los

procesos fotosintéticos (Ras et al., 2013).

pH. El parametro de pH es fundamental para la determinacién de solubilidad y
disponibilidad del CO,, y los nutrientes presentes en el cultivo de las microalgas, debido
a que estd estrechamente vinculado en sus procesos metabdlicos y cada especie de
microalga posee rangos 6ptimos de pH para su produccién de biomasa y lipidos.
Ademas, el pH aumenta gradualmente durante el dia (proceso fotosintético) en vista a
la absorcién del carbono inorganico por medio de las microalgas, causando de esta
manera la reduccion de disponibilidad de CO; y muerte del crecimiento celular. Por otra
parte, el pH cuando presenta valores muy alto puede eliminar contaminantes biolégicos
no deseados (Qiu et al., 2017). Finalmente, el pH dptimo para el crecimiento maximo de

la microalga se da entre los valores de pH (7 - 7.6) (R et al., 2021).

Intensidad de luz. Existe una relacion estrecha entre la intensidad de luz y la tasa
fotosintética, pero va a depender de la curva de respuesta a la luz fotosintética. La curva

estd comprendida por una fase de limitancia de luz, fase de saturacién de luz y la fase
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de fotoinhibicidon, la primera fase ocurre cuando la intensidad de luz es muy baja o por
la alta densidad celular que posee el medio de cultivo, es decir, genera un efecto
denominado autosombreado por las altas concentraciones de biomasa presentadas en
el medio de cultivo, lo cual hace que reduzca la intensidad de la luz (baja absorcién de
fotones y deficiencia fotosintética). En la segunda fase ocurre cuando la intensidad de
luz limitante pasa hasta la intensidad de luz de saturacién (zona donde favorece el
crecimiento de las microalgas). Por ultimo, la tercera fase ocurre cuando las
intensidades de luz son muy superiores a la fase de saturacién, punto de elevadas
irradiaciones afecta el fotosistema Il y reducen considerablemente el crecimiento de las

microalgas o colapsa el cultivo (Daneshvar et al., 2021)

Nutrientes. Las células de las microalgas para realizar sus actividades fisiolégicas
necesitan de macronutrientes (Nitrégeno, Fésforo y Azufre) y micronutrientes (Potasio,
Calcio, Hierro y Magnesio), de modo que, si existe una falta o agotamiento de estos
nutrientes llevan a conducir alteraciones en sus procesos metabdlicos celulares,
provocando cambios en sus componentes de biomasa como proteinas, carbohidratos,
lipidos y dacidos nucleicos (Ran et al.,, 2019). Ademas, si existe una deficiencia de
Nitrégeno (N) esto va a limitar la biomasa de las microalgas y si hay una deficiencia de

Fosforo (P) esto va dificultar que se realice la fotosintesis (Zeng et al., 2021)

Didxido de carbono (CO2). A bajas cantidades de CO; resulta la produccidn de lipidos en
menor proporcion debido a que su metabolismo son mas lento de lo normal, pero si las
cantidades de CO, son muy altas estos pueden dafiar al crecimiento celular y la
produccion de lipidos. Este comportamiento, se debe a que la mayor parte de las células

absorben el CO; y unas ves que consiguen tener una mayor concentraciéon de CO;
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empiezan a realizar la fotosintesis, pero el carbono restante que no fueron absorbidos
por las microalgas se convierten en acido carbdnico (H.CO3), donde este componente
genera la acidificacion del medio afectando las vias metabdlicas y el crecimiento celular

de las microalgas (Mulgund, 2022).

2.2.1 Tipos de medios de cultivos de las microalgas
Cultivo fotoautétrofo. Es una técnica de cultivo donde las microalgas transforma el
carbono inorganico representada por el CO», el ion carbonato COs?, y el ion bicarbonato
HCOs en materia organica utilizando energia luminosa por medio del proceso
fotosintético. A nivel industrial y comercial el cultivo fotoautétrofo se considera eco-
amigable con el medio ambiente, ya que no se adicionan fuentes de carbono orgdnico
al cultivo. Pero, en términos de productividad y eficiencia energética son muy bajas,
debido a que desarrollan muy poca tasa de crecimiento y densidad celular (Y. Fu et al.,

2021).

Cultivo heterétrofo. En este método los cultivos de las microalgas son Unicamente
desarrollados en completa oscuridad, la Unica fuente de carbono y energia solamente
necesitan el suministro del sustrato carbono organico para su crecimiento. Ademas, la
ausencia de luz conlleva que las microalgas no puedan fijar el CO; inorganico a través de

la fotosintesis (A. Ray et al., 2022).

Cultivo mixétrofico. En este método el cultivo mixétrofico consiste en la utilizacién
simultanea del carbono inorganico asimilado (CO;) y el carbono organica para elaborar
biomasa y metabolitos por medio del proceso fotosintético y respiracion celular (Verma

et al.,, 2020).
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Cultivo fotoheteroétrofico. En este método las microalgas necesitan la luz como fuente
de energia, el agua, y el CO; para sintetizar compuestos organicos (Debowski et al.,

2020).

2.2.2 Sistemas de cultivos de las microalgas
Los cultivos de las microalgas se pueden realizar en laboratorios o al aire libre, asi como
en sistemas de cultivos abiertos o cerrados. Una de las ventajas de usar los sistemas de
cultivos abiertos es que son muy rentables y facil de instalar, pero se ven afectados por
factores externos y por la contaminacién lo que conlleva a una reduccién de la
produccién de biomasa durante largos periodos de tiempo. Por otro lado, tenemos a los
sistemas de cultivos cerrados que contribuyen el buen manejo y control de los
pardmetros de cultivos (pH, CO;, T°C, luz, agitacidon y nutrientes) favoreciendo las
condiciones apropiadas para el cultivo de las microalgas, pero la desventaja es que son

muy costosas para su instalacién (Vale et al., 2020).

Sistema de estanque abierto. En la figura 3, se puede observar el funcionamiento de un
sistema de estanque abierto (SEA), donde las microalgas se desarrollan de manera
libremente y que la superficie del medio de crecimiento esta en contacto directo con la
atmdsfera. Generalmente, el disefio que presentan es de forma de estanques o canales
redondos o canales formadas en U y constantemente es agitado por un par de paletas
con el fin de evitar la precipitacion de biomasa del cultivo. Ademas, las concentraciones
maximas de biomasa que pueden alcanzar las microalgas son de 1g/L en estos tipos de
sistemas. Finalmente, la irradiacién y la temperatura va a depender de la latitud del

lugar, ya que no se pueden modificar artificialmente.
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Figura 3
Sistema de estanque abierto para el cultivo de microalgas

Nota. Tomado de “Biomass Resources”, por Sanchez et al., 2018.

Fotobiorreactores tubulares. La configuracion de fotobiorreactores tubulares (FBT) es
uno de los mds usado en la industria. Generalmente, estd compuesta por tubos
transparentes que poseen diametros pequefios aproximadamente de 0.1 m (régimen de
luz 6ptima) con el fin de asegurar una mayor eficiencia en la productividad de biomasa
y las construcciones de estos sistemas puede ser de forma recta, doblada o espiral y en
términos de orientaciones pueden estar ubicado de manera horizontal, inclinada o
vertical. Ademas, dentro de sus componentes posee una unidad de separacion de
cosecha que permite separar las microalgas en suspensién y un tanque de
desgasificacion que brinda el intercambio de gases y energia (enfriamiento o
calentamiento), y una bomba de circulaciéon (Ver Figura 4). El flujo de circulaciéon
generada por la bomba es de 0.5 m/s, para conseguir una mayor turbulencia y mezcla
entre las células que estan en una zona iluminada (al contorno del tubo) y una zona
oscura ( alrededor del centro del tubo), con las configuraciones adecuadas se logra

obtener una densidad de biomasa seca de 1.7 g/L (Norsker et al., 2011).
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Figura 4
Esquema de un fotobiorreactor tubular
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Nota. Tomado de “Closed photobioreactors for production of microalgal biomasses”, por Wang
et al., 2012.

Biorreactores. Este tipo de sistema también es denominado como fotobiorreactor de
tanque agitado, ya que fue basado en reactores de fermentacidn de cultivos
heterdtrofos de alta eficiencia, lo cual fue disefiado para el cultivo de microalgas y para
su crecimiento se usaron lampas fluorescentes y fibras épticas como fuentes de luz (Ting
et al., 2017). En la figura 5, se observa las caracteristicas que posee un biorreactor,
donde la parte de la agitacién es generada por un motor eléctrico impulsando el
movimiento mecanico, el canal de ingreso del gas CO; es por la parte superior del
biorreactor y para tener un buen suministro de las concentraciones de CO; se instala un
rociador de tipo boquilla circular muy pequenas dentro del reactor. Ademas, el llenado
del medio de cultivo es de 70 % a 80 % y el espacio faltante son para las espumas y para

algunas formaciones de gaseosa o liquida que esperan ser liberados a través del escape.
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Figura 5
Fotobiorreactor de tanque agitado
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Nota. Tomado de “Biophotonics for improving algal photobioreactor performance”, por Sero et
al., 2020.

2.1 Tratamiento de Aguas Residuales con el Uso de Microalgas
En el proceso de una planta de tratamiento de aguas residuales (PTAR) usan distintas
estrategias (fisico, quimico y biolégico) para depurar o tratar el agua residual y luego ser
vertidos al medio ambiente con menos concentracién de contaminante. Una de las
principales ventajas de usar las microalgas para el tratamiento de aguas residuales (TAR)
es que son eficientes, seguros, aplicables en la produccién de biocombustibles,
generadores de alimentos para animales, aprovechamiento a través de su biomasa
como biofertilizantes y bioestimulantes para la productividad de los cultivos en el drea
agricola. Adema3s, de ser econdmicamente viable y sostenibles, el uso de las microalgas
en el TAR su costo total podria ser de 0.15 $:-m~3 lo cual representa el 30 % menos que
el uso de lodos activados y eso sin considerar los ingresos finales de la comercializacién

agricola (Morillas-Espafia et al., 2022).

Tesis publicada con autorizacion del autor
No olvide citar esta tesis




UNIVERSIDAD

¥* TESIS CIENTIFICA

2.1.1 Mecanismo de crecimiento de las microalgas en el tratamiento de las
aguas residuales
En la Figura 6, se muestra el mecanismo de biorremediacidn de los efluentes doméstico
a través del uso microalgas, donde la linea de color naranja esta representada por la
circulacion de los nutrientes por via del proceso fototréfico (sintesis de materia organica
con el uso de la luz), en este punto los microorganismo de microalgas y bacteria realizan
una simbiosis (intercambio de O, y CO; ) y nutrientes de componentes organicos e
inorgdnicos, esto se debe a que las bacterias empiezan a oxidar la materia orgdnica a
componentes inorganicas ( NH4*,NOs, NO2, POs* y CO;) que seguidamente son
consumidas por las microalgas para generar la biomasa y oxigeno en presencia de la luz.
Luego, Las bacterias heterétrofas aprovechan el oxigeno producido por las microalgas
para seguir nuevamente oxidando los componentes organicos complejos presentes en

el agua residual doméstico.

Para linea de color verde estd representada el flujo de los nutrientes por via mixotrofico,
en este punto la mayoria de las microalgas pueden desarrollarse mixotréficamente, ya
gue solo necesita consumir el carbono organico (los azlcares, acetato, glicerol y entre
otras.) y el carbono inorganico en presencia de la irradiacion de fotones (luz) (Gao et al.,
2021). Finalmente, la linea de color celeste esta representada por el flujo de nutrientes
en el proceso heterétrofos, en este punto ciertas microalgas también son capaces de
aprovechar el carbono orgdnica en ausencia de luz (oscuridad) para producir su propia

biomasa y generar CO, como las bacterias heterétrofas (Murwanashyaka et al., 2020).
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Figura 6

Proceso de biorremediacion de las aguas residuales domésticas con el uso de

microalgas
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Nota. Tomado de “Microalgae and bioremediation of domestic wastewater”, por Do et al., 2022.

2.1.2 Uso de la microalga Chlorella Vulgaris como biorremediacion

La microalga Chlorella Vulgaris fue descubierta por el botanico y fitopatélogo holandés

Martinus Willem Beijerinck con el estudio de algas verdes y el tamafio de la microalga

posee un didametro de forma circular entre 2 y 10 um (Peter et al., 2022). Ademas, la

microalga C. Vulgaris es un microorganismo unicelular que se desarrollan en las aguas

dulces y posee elementos estructurales parecidos a las plantas y es considerada como

una célula reproductora no mévil (Autospora) que experimenta una reproduccién rapida

y autoesporosa (células hijas formada de una célula madre). Asi una célula de microalga

puede ser capaz de multiplicarse en 24 horas (Soleimani khorramdashti et al., 2021).

C. Vulgaris tiene una alta capacidad de biorremediar diferentes tipos de aguas residuales

(industriales, municipales, ganadera, entre otros.) debido a su alta resistencia y

Tesis publicada con autorizacion del autor

No olvide citar esta tesis




UNIVERSIDAD

¥* TESIS CIENTIFICA

contenido de aceite, se adaptan facilmente a condiciones de cultivos mixotroficas,
tienen la capacidad de generar alta tasa de crecimiento en condiciones muy adversas y
sobre todo tienen la capacidad de tolerar altos niveles de metales pesados (Znad et al.,
2018). Ademas, otras de las razones para cultivar en las aguas residuales se deben a que
la microalga C. Vulgaris en su crecimiento natural (aguas dulces) cuando existe un
agotamiento de sus nutrientes y estdn en medio de estrés normalmente empiezan
acumular grandes cantidades de lipidos como materiales de almacenamiento. Lo cual,
lo hacen adecuado para tratar y depurar las aguas residuales y generar biocombustibles

(Wirth et al., 2020).

De acuerdo a Silva et al. (2022) el uso de las microalga C. Vulgaris son muy eficientes en
la remocién de las aguas residuales donde el porcentaje de eliminacién para el nitréogeno
fue de 80 % a 90 %, para el fésforo de 80 % a 91% y para DQO fue mds del 50% , asimismo
son capaces de resistir los contaminantes de metales pesados (Cobre, Zinc, Niquel,
Cadmio y Uranio) y remediar los hidrocarburos del petréleo crudo ligero en un 94 % vy
para el petréleo crudo pesado en un 88 %. Asimismo, en el estudio de Zou et al. (2020)
determinaron que el uso de C. Vulgaris en la remocién de selenio (Se) de los efluentes
agricola (alto nivel de Se disuelto) fue mayor al 96 % a través de la volatilizacién
(mecanismo similar a las plantas) donde la microalga absorben el Se a manera de
selenato o selenito transformandolo finalmente en selenocisteina (SeCys) y

selenometionina (SeMet).

2.2 Aplicaciones de las microalgas en diferentes campos
Las microalgas tienen una gran capacidad de producir una gran variedad de productos

bioquimicos aplicados para la investigacién médica, alimentaria, industrial, comercial,
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entre otras.( Ver Figura 7) siendo una fuente renovable de gran potencial; es decir, los
cultivos de microalgas son utilizados para la captura de CO; atmosférico o los gases
emitidas por las actividades antropogénicas, permite la eliminacién de los nutrientes
(compuestos organicos) de las aguas residuales, el uso de la biomasa de las microalgas
son aprovechados para generar productos farmacéuticas debido a su alto valor
nutricional ( carbohidratos, vitaminas y minerales ) que son esenciales para los seres
humanos y animales, también acumula elevadas cantidades de lipidos que sirve para la

produccién de biodiesel (Vale et al., 2020).

Figura 7
Aplicaciones de las microalgas en diferentes campos
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Nota. Tomado de “Exploring the potential of microalgae for new biotechnology applications and
beyond”, por Rizwan et al., 2018.

2.2.1 Aplicacion de microalga en la parte comercial
El uso de algunas especies como Arthrospira y Chlorella en la actividad cosmética se
elaboraron en el mercado cremas para el cuidado de la piel y de la cara que permite el

antienvejecimiento y antiirritantes en los exfoliantes (para una piel sensible); por
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ejemplo, el extracto de la biomasa de Chlorella vulgaris estimula la formacién de
colageno en la piel brindando la regeneracion de los tejidos y la reduccién de arrugas; y
el uso de la especie Arthrospira evita el envejecimiento prematuro de la piel que
previene la formacién de estrias (Spolaore et al., 2006). Ademas, en las aplicaciones de
industria alimentaria se encuentran las especies Chlorella zofingiensis, Arthrospira
platensi y Dunaliella salina, donde Chlorella zofingiensis contiene alta proteina en un 60
-71 % de su peso seco (dw) y bajo contenido de carbohidratos en un 13- 16 % dw
representando un poderoso ingredientes en los productos alimenticios como té verde
en polvo, pan, fideos, galletas y helados. Para Arthrospira platensi se aplican en la dieta
vegana sustituyendo otras fuentes de proteinas y carbohidratos, por ultimo la especie
Dunaliella salina se aplican en la alimentacidon animal que contienen proteinas en un 57

% dw y carbohidratos de 32% dw (Morais Junior et al., 2020).

2.2.2 Aplicacion de microalga en la parte industrial
En la actividad farmacéutica se realizaron estudios sobre propiedades anticancerigenas
donde usaron las cepas puras de las microalgas para la disminucién de los efectos
secundarios en los pacientes y las moléculas bioactivas de la microalgas que emplearon
eran los carotenoides, glicolipidos, polisacaridos y proteinas (Tsianta, 2019). Los acidos
grasos poliinsaturados (PUFAs) son compuestos bioactivos lipidicos de las microalgas
gue se usaron para la prevencién y tratamiento de enfermedades cardiovasculares.
Ademas, los PUFA w-3 en la dieta de las personas tienen un efecto positivo en la
proteccion contra enfermedades cardiacas aterosclerdtica y, los derivados de PUFAs
llamadas 4acido poliinsaturado eicosapentaenoico (C20 w-3:5, EPA), 4cido
docosahexaenoico (w-3 C22:6, DHA), acido a-linolénico (ALA) y el acido

docosapentaenoico ha sido aplicado para tratar diabetes de tipo 2, el asma , los
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trastornos inflamatorios del intestino y de la piel (Xia et al., 2021). Segun (Asgharpour et
al., 2015) demostraron altas cantidades de PUFA y EPA en las microalgas Chlorella
minutissima, Porphyridium cruentum, Ocharomonas ddnica y Phaeodactylum

tricornutum.

Las proteinas de las microalgas es un recurso sustancial para la capacidad de
nutracéutica que actia como suplemento nutricional previniendo o tratando
enfermedades que pueden ser crénicas dentro de ellos encontramos a los grupos de
Chlorella y Spirulina por su alto contenido en proteinas y aminodcidos. En la Tabla 2, se
detalla los nutracéuticos a base de microalgas y sus diferentes aplicaciones, y ademas
existen varias microalgas que poseen concentracidon de proteinas muy altas que son
desde 42% hasta 70 % de igual manera se aplica para cianobacterias y para Chlorella

vulgaris llega en un 58 % en peso seco (Vieira et al., 2020).
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Tabla 2

Importantes nutraceuticas a base de microalgas y aplicaciones

Type of Nutraceutical

Product name

Producing microalgae

Industrial application

PUFA’s EPA Pavlova sp., Nannochloropsis sp., Monodus Nutritional supplement and aquaculture
sp., Phaeodactylum sp. feed constituent
DHA Crypthecodiuimu sp., Schizochytrium sp. ~ Nutritional supplement and constituent
of infant and aquaculture feeds
GLA (y-linolenic acid) Spirulina sp. Nutritional supplement
AA Porphyridium sp. Nutritional supplement
Phycobiliproteins Phyocyanin Spirulina platensis Natural colorant for food and
cosmetological products, anti-oxidant
Phycoerythrin Porphyridium cruentum Diagnostic fluorescence agent

Carotenoids

p-Carotene

Dunaliella salina

Natural food colorant, antioxidant,
anti-cancer properties

Astaxantin Haematococcus pluvialis Pigment and antioxidant
Echinenone, Zeaxanthin Dunaliella sp. Food colorant
Lutein Chlorella sp., Chlamydomonas sp. Food colorant
Phycocyanobilin Synechocystis sp., Cyanidioschyzon sp. Food colorant
Aminoacids MAA (mycosporine-like amino  Aphanizomenon flos-aquae Sunscreen agent
acids)
Polysaccharides Carragenan/aliginate Porphyridium cruentum Viscosifier, lubricant, flocculant, antiviral
agent
Phycotoxins Okadaic acid, gonyautoxins, Amphidinium sp., Prorocentrum sp., Diagnostic agent for neurodegenerative

yessotoxins

Dinophysis sp.

diseases

Nota. Tomado de “Microalgae-based Pharmaceuticals and Nutraceuticals: An Emerging Field
with Immense Market Potential”, por Jha et al., 2017.

La industria de acuicultura proporciona aproximadamente el 50 % del pescado para el

consumo humano a nivel mundial, por lo cual va en aumento en los ultimos afios; es

decir, el consumo per cépita de pescado aumentaron significativamente de 9kg (1961)

a 20.2 kg (2015) y para el aifio 2050 debera duplicarse la produccién acuicola debido al

crecimiento poblacional mundial (Ansari et al., 2021). Por esta razon el uso de

microalgas en la acuicultura es esencial, ya que estan asociados a la nutricion de las

larvas, molusco, camarones y peces. Dentro de las especies se encuentran a Chlorella,

Tetraselmis, Isochrysis, Nannochloropsis, entre otras (Hemaiswarya et al., 2011). Por
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ejemplo, el uso de Haematococcus pluvialis rico en astaxantina como alimento aditivo
en las truchas arcoiris (Oncorhynchus mykiss) en una proporcién de 0.3% mejora sus
funciones fisioldgicas (antioxidantes de los tejidos) y metabdlicas de manera efectiva, y
para la alimentacion de las corvinas amarillas grandes (Pseudosciaena crocea) en una
suplementacion dietética de astaxantina y Haematococcus pluvialis ( proporcién de 0.28
% y 0.56%) mejora el crecimiento, la capacidad antioxidantes e inmunoldgica. Ademas,
la adicion en la dieta de los peces Koi carp (Cyprinus carpio) en una proporciéon de 5 %
de peso seco (dw) de C. vulgaris incrementa los niveles de anticuerpos(lgM) y de
actividad lisozima permitiendo ser resistentes a las enfermedades infecciosas (Ma et al.,

2020).

2.2.3 Aplicacion en la parte ambiental
El cambio climatico es una gran amenaza para la supervivencia de plantas, animales y
humanos, debido a las emisiones continuas de gases de efecto invernadero (GEl)
incluidas como el CO», el metano (CHa), el éxido nitroso (N2Q), vapor de agua, el ozono
(O3) y los gases fluorados. El mayor contribuyente de estas emisiones es el uso de
combustibles fésiles (Prasad et al., 2021). Estos tienen como consecuencia la pérdida de
biodiversidad, grandes acumulaciones de concentraciones de GEl, aumento del nivel del
mar, olas de calor con mayor frecuencia, disminucidn de las selvas tropicales, sequias,
pérdidas de masa de hielo en la Antdrtida y Groenlandia (Onyeaka et al., 2021). El uso
de microalgas juega un rol importante en la eliminacién del CO; emitidas por los
combustibles fdsiles, por ejemplo 100 toneladas(t) de biomasa producidas por las
microalgas pueden fijar aproximadamente 183 t de CO; presentes en la atmdsfera y su
biomasa microalgal estd constituido alrededor de 50 % de carbono en peso seco (Qari

et al., 2017). Existen especies que tiene una alta capacidad de bio-captura de CO, como
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Chlorella sp. y T. suecica donde su tasa absorcion de CO; para Chlorella sp. es de
95mg/L/dia y para T. suecica es de 104 mg/L/dia. Ademas, estas especies pueden
soportar altas concentraciones de CO; entre 0.04 % y 15 %, siendo el porcentaje éptimo
para Chlorella sp. en 5% y para T. suecica en 15 %. Se describe el contenido de carbono

y la potencialidad de fijar el CO, por cada microalga (Ver Tabla 3).

Tabla 3
Contendido de carbono de la microalga

Microalga CO; inlet (%) Carbon content (% wfw)
Chlorella vulgaris 10 49
Chlorella vulgaris 8 45
Chlorella vulgaris 24 48
Chlorella PY-ZU1 15 49
Chlorella fusca 0.03 50
Pseudokirchneriella subcapitata 0.04 46
Synechocystis salina 0.04 413
Microcystis aeruginosa 0.04 42
Tetraselmis suecica 40 40
Oscillatoria sp. 100 38

Nota. Tomado de “Combination of nejayote and swine wastewater as a medium for Arthrospira
maxima and Chlorella vulgaris production and wastewater treatment”, por Lopez-Pacheco et al.,
2021.

La Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA) en el afio 2011 informd
que el total de desechos solidos municipales el 13 % son de desechos plasticos, ademas
los plasticos estan hecha a base de petréleo lo cual representa un gran riesgo al medio
ambiente sobre todo al ecosistema marino, por esta razén en la actualidad se estd

tomando mayor conciencia y medidas en todo el mundo para la reduccion de plasticos
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derivados de procesos petroquimicos (Rahman & Miller, 2017). Ante este problema se
estan desarrollando bioplasticos que se puedan biodegradar parcialmente y dentro de
las ventajas de generar pldsticos verdes son: no necesita mayor energia para producir,
faciles de reciclar, la reduccion de los combustibles fosiles, renovables, ecolégicos y no
son productos toxicos (Thiruchelvi et al., 2020). El candidato ideal para la produccién de
bioplasticos son las microalgas debido a que proporciona un alto rendimiento de
biomasa, es mds degradable, su produccidon es muy rentable en términos econdmicos.
Lo que le hace importante para la produccién de plasticos verdes son por sus contenidos
de proteinas y la presencia de la molécula de polihidroxibutirato (PHB) en las células de

las microalagas (Das et al., 2018).

El uso de las microalgas no solo permite la eliminacién de nutrientes presentes en las
aguas servidas, también son usados para eliminar compuestos farmacéuticas y
pesticidas en aguas residuales de origen industrial y agricola. De esta manera, las
microalgas tienen una gran capacidad de crecer, asimilar y resistir condiciones extremas
(toxicidad) convirtiéndola en un organismo muy versatil en los tratamiento de diferentes
tipos de efluentes liquidos (Al-Jabri et al., 2021). Los productos farmacéuticos y de
cuidado personal (PPCPs) estan relacionados a los microcontaminantes emergentes
dado que muchos de estos no pueden ser biodegradados, bioacamulados y puede ser
persistente, los mds persistentes del PPCPs son el carbamazepina (CBZ), el

sulfametazina(SMT) y tramadol (TRA) (Mojiri et al., 2021).

En el reporte de Xiong et al. (2016) el mecanismo para la remocién del carbamazepina
(CBZ) se aplico el proceso biodegradacién mediante el uso de las microalgas

Chlamydomonas mexicana y Scenedesmus obliquus la mayor tasa de degradacion para
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C.mexicana fue de 35%y para S. obliquus fue de 28 % en un periodo de 10 dias con una
concentracién de CBZ de 1mg/L. Chlorella vulgaris demuestra una alta capacidad de
eliminar algunos productos farmacéuticos como roxitromicina, tetraciclina, anilina y
claritromicina en un 95 %, pero para los productos de sulfametazina, norfloxacina,

gemfibrozil y carbamazepina su remocién son muy bajas (Liu et al., 2021).

2.2.4 Aplicacion de microalga en la agricultura
Las microalgas y cianobacterias son una fuente esencial para el desarrollo y crecimiento
vegetal, asi como la proteccién del suelo frente los patégenos y mejoramiento de la
fertilidad del suelo. Esto se debe a la presencia de los compuestos biolégicamente
activos conocidos como compuestos fendlicos, polisacaridos, hormonas y proteinas.
Ademas, Las cianobacterias fijadoras de nitrégeno, las microalgas, las macroalgas y las
algas marinas son reconocidos por su alta capacidad en fertilizar el suelo y estimular el
crecimiento de las plantas. Teniendo en cuenta estas funciones se pueden categorizar

en biofertilizantes, bioestimulantes y biopesticidas (ver figura 8).

En una investigacion de Bumandalai & Tserennadmid (2019) realizaron el uso de C.
vulgaris como biofertilizantes en el tratamiento en la germinacidon de semillas de tomate
y pepino, donde se recolectaron 2ml de algas suspendidas cada 3 dias ( 3,6,9,12), esto a
su vez se anadian en cada placa Petri donde se encontraban las semillas de tomate y
pepino. Al final del experimento determinaron que las longitudes del brote y de la raiz
del tomate fueron mas altas en el dia 9 con medidas de 17.4 mm y 44. 6mm, mientras
gue las longitudes del brote y de la raiz para el pepino fueron mas altas en el dia 12 con
medidas 21. 6 mm y 55 mm. En otras palabras, una concentracion de C. vulgaris de 0.17

y 0.25 g/L mejora la longitud de la raiz y el brote de las semillas de los tomates y pepinos.
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Figura 8
Actividades de microalgas o cianobacterias en la produccion de cultivos.
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Nota. Tomado de “The use of microalgae and cyanobacteria in the improvement of agricultural
practices”, por Gongalves, 2021.

El uso de bioestimulantes y biofertilizantes son alternativas rentables y eco-amigables
con el medio ambiente por su gran trabajo en fertilizar, regular el crecimiento vegetal y
actuar como un producto fitosanitario frente al uso de productos sintéticos por su alta
toxicidad y persistencia. Aplicada baja dosis de los bioestimulantes en las semillas,
cultivos y suelos tienen la capacidad de regular y potenciar los procesos fisiolégicos de
los cultivos permitiendo aumentar su calidad, tener alta productividad agricola, mejorar
la capacidad de absorber los nutrientes y tolerar frente al estrés biético (bacterias, virus

y hogos) (Gharagozloo et al., 2014).

Biofertilizantes. Los productos de los biofertilizantes suelen ser ricos en materia
organica, nitrogeno, fosforo, potasio, magnesio y otros nutrientes esenciales para el
crecimiento de las plantas (S. Huang et al., 2021). Ademas, dentro de sus beneficios
podemos encontrar como la fijacién de nitrégeno, incremento de nutrientes en el suelo,

la solubilizacion y movilizacién de los nutrientes, la diversificacién de la comunidad
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microbiana, inhibidora de los patdgenos y la mejora de las propiedades fisicoquimicos
del suelo llevando de esta manera hacia una agricultura sostenible y eco-amigable (ver

Figura 9).

Figura 9
Los diversos beneficios del uso de biofertilizantes
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Nota. Tomado de “Biofertilizer production in Africa: Current status, factors impeding adoption
and strategies for success”, por Raimi et al., 2021.

En el reporte de Kompi et al. (2018) determinaron que la aplicacion de los
biofertilizantes incrementa el nivel de rendimiento de los cultivos en un 20 % a 30 %.
Ademas, aplicar una pequeiia dosis de los productos biofertilizantes se obtiene buenos
resultados deseados porque cada gramo de estos contiene por los menos 10 millones
de células vivas de una cepa especifica. Por lo general, los fertilizantes organicos
portadores en su mayoria estan hecho por formulaciones secas, sdlidas, granulares o
macrogranulados. Por ejemplo, los materiales portadores que se pueden usar en un

producto biofertilizantes son las cascarillas de arroz, las cenizas de madera, el compost,
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las cascaras externas del trigo, turba (descomposicion de los vegetales ) y el alginato de

sodio (extraccion de algas marinas) (Sakpirom et al., 2021).

Bioestimulantes. Hay que tener en cuenta que los bioestimulantes no aportan los
nutrientes directamente al cultivo sino facilita la absorcién de los nutrientes para
mejorar la rizosfera, el metabolismo de las plantas, la eficiencia de los nutrientes, la
calidad de los cultivos y tolerar frente al estrés abidtico (sequia, viento, heladas, etc.).
Dentro de los bioestimulantes vegetales se encuentran las sustancias humicas que
corresponden a los acidos humicos, acidos fulvicos y huminas; los hidrolizados de
proteinas que corresponden a los péptidos de sefializacién y los aminoacidos libres;
finalmente los microorganismos ( bacterias, levaduras, hongos y microalgas)(Kapoore et

al., 2021).

Biopesticidas. Las microalgas estan teniendo un gran protagonismo dentro de los
productos biopesticidas, principalmente el uso de las cianobacterias por ser agentes
biolégicos (metabolitos secundarios y su efecto biocida) que permiten controlar los
hongos patdgenos y enfermedades presentes en el suelo de las plantas. Estos actuan
como actividades antifungicas, antibidticas y control de nematodos, y dentro de las
actividades estan presentes los compuestos bioactivos fendlicos, polifenoles,

carbohidratos, proteinas, aceites, etc. (Costa et al., 2019).

En el reporte de (K & Purushothaman, 2020) investigaron que las biopesticidas a base
microalgas pueden inhibir o detener su crecimientos de los depredadores durante la
etapa de larva y adulto, la responsabilidad de la actividad insecticidas se debe a la
presencia de los grupos aminas, los compuestos sesquiterpenos y los alcaloides

presentes en la composicion quimica de las algas. Ademas, las microalgas generan
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compuestos nematicidas y algunos aminoacidos en especial los péptidos que actian con
propiedades antimicrobianas y antibidticas, eliminando los patdgenos nocivos vy

protegiendo los cultivos agricolas.

Il OBJETIVOS
3.1 Objetivo General
Evaluar la eficiencia de remocién de materia organica mediante el uso de la microalga

Chlorella vulgaris en las aguas residuales del Distrito de Monzoén (Huanuco).

3.2 Objetivos Especificos

e Analizar los pardmetros fisico-quimicos del efluente de agua residual en el
Distrito de Monzdén antes del tratamiento del agua residual en el sistema de
biorreactores.

e Estimar el crecimiento de las microalgas cultivadas de forma libre en los
efluentes de aguas residuales.

e Determinar el porcentaje de remocidn de materia organica en el sistema de
biorreactores.

e Evaluar su potencialidad para su uso como biofertilizantes después del

tratamiento del agua residual.
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IV METODOLOGIA
4.1 Elaboracion del prototipo Biorreactor

Para elaborar el prototipo del biorreactor, se disefié en el software Autodesk Inventor
Professional 2021 (Ver Figura 10). Una vez obtenido el disefio adecuado, se
construyeron los biorreactores. Para esto, se usaron materiales reciclados como latas de
leche, cdmaras de cauchos de autos, tapas de los envases de las gaseosas y de los
aromatizantes. Paso siguiente, antes de hacer los cortes de las latas de leche, se
aplicaron medidas de seguridad (guantes, lentes y tapdn de ruido) para evitar algun
accidente. Con estas medidas de seguridad, se realizaron los cortes y se armaron las

hélices con la ayuda de un mini esmeril (cortador de metales) (Ver Figura 11).

Luego se realizaron cortes en la parte superior de los bidones en forma de un cuadrado
con la finalidad de ingresar las hélices ya armadas. Una vez ingresada las hélices, paso
siguiente viene el montaje del soporte y el motorreductor. La fuente de alimentacién
qgue se usé en el funcionamiento del motor fue de un transformador de 9V con una
corriente de 1.5 A. De esta manera, se obtuvo el prototipo final del biorreactor para el

cultivo de la microalga Chlorella vulgaris (Ver Figura 12).

Tesis publicada con autorizacion del autor
No olvide citar esta tesis




UNIVERSID

CIENTIFICA

Figura 10
Prototipo biorreactor 3d en el software Inventor Professional 2021

Nota. 1. Motorreductor 9V (1.5 A); 2. Salida de la Humedad; 3. Entrada de CO,(g); 4. Base del
bidén; 5. Soporte del motorreductor; 6. Toma de muestra; 7. Unién del motor y la base del
bidén; 8. Cuatro hélices en un solo eje. Disefiado en el software Inventor Professional version
2021.
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Figura 11 Figura 12
Corte y armado de las 4 hélices en un solo eje Prototipo final de un Biorreactor de 19L

4.2 Recoleccion de las muestras de las aguas residuales

Las aguas residuales utilizadas fueron obtenidas en el efluente del Distrito de Monzdn,
que se encuentra ubicado en la provincia Huamalies, Departamento de Huanuco y esta
a Latitud Sur 9°16'42.00" y 76°23'51.09" Longitud Oeste con relacién al Meridiano de
Greenwich (Ver Figura 13). La zona corresponde a la selva alta sobre una altitud desde
580 m.s.n.m hasta 2 700 m.s.n.m (Municipalidad distrital de Monzén, 2016). Dentro de
la caracterizacion del clima, su temperatura sobrepasa los 20 °C y con una precipitacion
anual menor a 500 mm, permitiendo el desarrollo de los cultivos citricos (limén dulce,
mango, pifia, uva y naranja) y la cafia de azucar. Ademas, el origen del rio Monzdn
empieza en los bordes de la meseta andina de la provincia de Huamalies, que vienen de
oeste a este con formas céntricas desde su curso superior, y en la parte inferior de su
curso viene formando meandros muy pronunciados que permiten hacer practicas de

canotaje (Arquiiiigo et al., 2010).
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Figura 13
Punto de Muestro de Aguas Residuales en el Distrito de Monzdn

Fuente. Elaborada en el Programa Google Earth Pro-Version 2021

Se tomaron las muestras representativas de acuerdo con el Protocolo Nacional para el
Monitoreo de la Calidad del Agua de los Recursos Hidricos superficiales (R} N°010-2016-
ANA). Para la toma de muestra se tomdé en cuenta algunas consideraciones para la
medicion en el campo, primero se usd las botas de goma, mascarillas, gafas protectoras
y unos guantes de latex descartables antes de tomar la muestra, luego se ubicé en el
punto principal de la descarga del agua residual y paso siguiente se recolectaron en los
frascos de plasticos con capacidades de 250 ml, 500 ml y de 1L, y para los pardmetros
gue necesitaron preservacion se dejo en un espacio aproximadamente del 1%, y para el
parametro DBO se llend lentamente para evitar la formacién de burbujas. Por ultimo,

para conservar las muestras se refrigeré en un rango de 4 °C a 10 °C (DIGESA, 2015).

De la misma manera, se tomaron en cuenta las sugerencias del Laboratorio Hidrolab,

gue se encuentra acreditado por INACAL con Registro N°LE-077 (Tabla 4):
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Tabla 4
Caracteristicas para la toma de muestra con sus respectivos pardmetros

Parametros Tipo de envase Vol. Minimo Preservacion N° de envases Tiempo de vida
DBO Plastico 1000 ml Evitar burbujas de aire 1 48 h
Turbidez, pH, Plastico 500 ml - 1 48 h

conductividad,

nitratos
Fosfatos Plastico 500 ml - 1 28 dias
DQO Plastico 250 ml Afadir H,S041:1 hasta un 1 28 dias
pH menora 2
Sdlidos totales Plastico 250 ml - 1 7 dias

TOTAL 5

Fuente. Adaptado de “las recomendaciones para uso de las muestras en el campo”, por
HidrolLab.

4.3 Recoleccion de la microalga Chlorella vulgaris y su medio de cultivo
La cepa de la microalga Chlorella vulgaris usada en este proyecto de investigacién fue

obtenida de la ONG AQUATIC HOPE de procedencia CEPA UTEX 2714 (México). La
concentracion de la microalga entregada por el proveedor fue de 5x10° células/ml

dentro de un envase de 100 ml a una temperatura de 21 °C. De esta manera, se colocd
en una botella de plastico de 1 L (900 ml agua filtrada + 100 ml microalga) y para el
cultivo de las microalgas se emplearon el medio Bayfolan® forte formulado con 2 ml/L,
y dentro de la compatibilidad del fertilizante pueden ser empleados en cualquier cultivo

(Ver Tabla 5).
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Tabla 5
Composicion quimica del fertilizante quimico Bayfolan® forte 11-8-6 (N-P-K)

Elementos mayores

Nitrogeno total (N) 110 g/I
Anhidrido Fosférico (P205) 80 g/l
Oxido de potasio (K20) 60 g/L

Elementos menores

Hierro (Fe) 190 mg/I
Manganeso (Mn) 162 mg/I
Boro (B) 102 mg/I
Cobre (Cu) 81 mg/I
Zinc (Zn) 61 mg/I
Molibdeno (Mo) 9 mg/I
Cobalto (Co) 3.5 mg/I
Vitamina B1, Hormonas de crecimiento 4 ppm

Nota. Elaborado por la empresa AGLUKON Spezialduenger GmbH & Co. KG

Durante el transcurso de 20 dias aproximadamente, el envase de 1 L de microalga se
pasoé a colocar en un envase de 2 L con un llenado de 1 L de microalga y 1 L de agua
filtrada. Luego de 15 dias de crecimiento de las microalgas en el envase de plastico de 2
L, se obtuvo una concentraciéon de 0.167 g/L, de manera que estos se emplearon en un

biddon de 7 L conteniendo 5 L de agua filtrada y 2 L de microalga.

De la misma manera, se esperd otros 15 dias mas, obteniendo una concentracién de
0.282 g/L, por lo cual el bidén de 7 L contenidas con las microalgas se llevd hacia el

biorreactor de 20 L (12 L de agua filtrada + 7 L de microalgas). Una vez alcanzado en su
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maximo crecimiento las microalgas en el biorreactor (fase estacionaria) durante los 25

dias transcurridos se obtuvo una concentracion de 0.41 g/L (Ver Figura 14).

Figura 14
Proceso de cultivo de la microalga chlorella vulgaris desde 100 ml hasta 19 L

1L de microalga C. Vulgaris
20 Dias transcurridos

|

7L de microalga C. Vulgaris
15 Dias transcurridos

100 ml de microalga
Chlorella Vulgaris

2L de microalga C. Vulgaris
15 Dias transcurridos 19L de microalga C. Vulgaris
25 Dias transcurridos

Nota. Proceso de aislamiento de las microalgas: Cultivo de 1L (primer aislamiento); Cultivo de
2L (segundo aislamiento); Cultivo de 7 L (tercer aislamiento) y Cultivo de 19 L (cuarto
aislamiento).

Cabe recalcar que, para el envase de plastico de 1 L, se trabajé con una bombilla LED
corn 15 W a un nivel de iluminancia de 5,840 Lux durante 12 h al dia y para la agitacién
se usé una bomba de aire para acuario de 3 W con un flujo de salida de 3.5 L/min. Los
envases de plastico de 2 Ly el biddn de 7 L se trabajé con una Bombilla LED botella 40
W a un nivel de iluminancia de 6,630 Lux durante 12 h al dia y para la agitacion se usé
una bomba de aire para acuario de 5 W con un flujo de salida de 5 L/min. Asimismo,
para el biorreactor se trabajo a un nivel de iluminancia de 12,580 Lux durante 12 h al dia
y para la agitacién se hicieron funcionar las 4 hélices en un solo eje por 3 h a una

frecuencia de giro de 150 revoluciones por minuto (RPM).
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En general el cultivo de las microalgas desde 1 L hasta los 19 L (Ver Figura 14) la
temperatura y el pH promedio fueron de 25.51 °C y 7.69, respectivamente,
encontrdndose dentro de los rangos dptimos de crecimiento reportado por Saad et al.
(2019), quienes describen que la tasa de crecimiento optimd para la microalga C.
vulgaris es de 23 °C y cuando la temperatura se encuentra entre 28°C y 30°C, se inhibe
(disminuye su tasa de crecimiento). Asimismo, de acuerdo con He et al. (2020), el rango
O6ptimo de unidades de pH para el crecimiento de la microalga C. vulgaris debe

encontrarse entre 5a 9.

De este modo, las concentraciones aisladas desde el envase de 2 L hasta el biorreactor
de 19 L de cultivo (4 veces de aislamiento). Se aplicéd el método de peso seco que
consistia en recoger alicuota de 15 ml de los cultivos, luego se centrifugé a 4000 rpm x
15 min y pasado ese tiempo quedd el sobrenadante donde se descartd, y se repitio la
centrifugacién por dos veces, para asi eliminar el peso de las células secas (Yun et al.,
2019) (Ver Figura 15). Paso siguiente, se filtré a través del papel filtro sin cenizas
Whatman grado 42 de 5 cm con particulas de retencidon de 3 um, para que la filtracidon
sea mas rapida y eficiente se disefid un sistema de filtracién por succién o vacio que
consistia en un embudo Blichner, matraz de Kitasato y una mini-bomba de agua 12 V

con un flujo de trabajo entre 1-3 L/min (Ver Figura 16).
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Figura 15

Proceso de centrifugado
Figura 16
Proceso de filtrado por gravedad
rdpida

Figura 17
Proceso de secado en la estufa a 100°C x 15 min

Figura 18
Proceso de pesada en la balanza analitica (0.1 mg)
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La biomasa filtrada se secd en una estufa de marca OVENS con capacidad de 8L durante
15 minutos a una temperatura de 100°C (Ver Figura 17). Una vez pasado el tiempo de
secado, se dejo enfriar las muestras alrededor de 15 minutos para posteriormente
realizar sus pesos en gramos (g) en la balanza analitica de precisidon 0.1 mg (Ver Figura
18). Finalmente el peso seco de la biomasa C. Vulgaris se determind utilizando la

ecuacion 1 descrito por Chawla et al. (2022).

Ecuacién 1
Férmula para determinar la concentracion de Biomasa

. . Wy — Wy
Biomass Concentration (gL™1) = (T) x1000

Nota. Wf es el peso seco del papel filtro sin la biomasa, Wt es el peso seco del papel filtro que
contiene la biomasa y V es el volumen recolectado (15 ml).

También se usé la ecuacién 2 y ecuacién 3 descritos por Hu et al. (2021). Para determinar
la velocidad especifica de crecimiento (u) y la productividad de biomasa (g/L/dia)

durante el crecimiento de la microalga C. Vulgaris.

Ecuacion 2
Formula de la Velocidad especifica de Crecimiento

DW,
u(day™) =In (le) J(ts — 1)

Nota. DW; y DW, son las biomasas secas (g/L) en el tiempo t1 y t,, respectivamente.

Ecuacion 3
Formula de la Productividad
P = (DW; — DW,)/(t; — t,)

Nota. DWo y DWi, son las biomasas secas(g/L) en el tiempo inicial (to) y tiempo final (t;)
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4.1 Proceso experimental con los tratamientos
Una vez que se obtuvo los 19 L de la microalga C. Vulgaris en el biorreactor de 20L con
una concentracién de 0.41 g/L. Se pasan a sacar 2L del cultivo para agregar en los
biorreactores sin y con agua residual (Ver Figura 19), realizando de esta manera una
proporcién hasta obtener un volumen de 19 L por cada biorreactor. Lo cual, se puede

notar en los siguientes puntos:

a)Para los Biorreactores sin el agua residual:

B1, B2, B3 tuvieron = (2 L de microalgas) + (38 ml de Bayfolan® forte) + (16.62 L de agua

filtrada)

b)Para los Biorreactores con el agua residual (diluido al 21 %):

B5, B6, B7 tuvieron = (2 L de microalgas) + (4 L Agua Residual filtrado) + (13 L de agua

filtrada)

La finalidad de realizar estas proporciones es para analizar el comportamiento de las
microalgas cultivadas en las muestras sin y con agua residual, ya que se considerd en el

au_n

punto “a” como medio natural (lugar donde existe baja cantidad de nutrientes) para el
crecimiento de la microalga C.vulgaris en los biorreactores B1, B2 y B3; es decir se
necesitd pocas cantidades del nutriente Bayfolan y con el agua filtrada se completé
hasta obtener un volumen de 19 L a cada uno de los biorreactores. Mientras que, para
el punto “b” se ha diluido en 21 % el agua residual, ya que la turbidez del efluente era
muy alta, por tal razén se consideré el agua residual en un valor de 4 L y lo restante se

completd con el agua filtrada hasta obtener un volumen de 19 L en los biorreactores

B4,B5 y B6. En resumen, las Unicas variaciones que tuvieron ambos puntos fueron los
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nutrientes y la cantidad de agua filtrada agregada. Por otro lado, el agua filtrada que se

menciona en el apartado se considera un agua declorada y sin particulas de suspensién.

Figura 19
Biorreactores de control y de tratamiento

CONTROL

Se agregé2La c/u

BIORREACTOR 1 (B1) BIORREACTOR 2 (B2) BIORREACTOR 3 (B3)

TRATAMIENTO

19L de microalga C. Vulgaris
Concentracién [g/L]= 0.41

 —

Se agregé62La c/u

BIORREACTOR 4 (B4) BIORREACTOR 5 (B5) BIORREACTOR 6 (B6)

Nota. Para los Biorreactores sin el agua residual se hicieron 3 repeticiones (B1, B2, B3) y para los
Biorreactores con el agua residual se hicieron 3 repeticiones (B4, B5, B6) con una dilucién de 21

cada una.

Ademas, los biorreactores estaban sobre una mesa rectangular (124 x 92 cm), cada uno
de estos biorreactores estuvieron separados a 15 cm, los tres focos LED botella 40 W
tenian una separacién de 40 cm, el nivel de iluminancia que incidian cada uno de estos
focos LED fueron de 12,580 lux. con una separacién de 9 cm entre la parte superior del

biorreactor y la parte inferior de las bombillas. Asimismo, para aprovechar la luz en su
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100 % sin generar ninguna pérdida, se tuvo que colocar un plastico blanco de polietileno
para cubrir en su totalidad (Ver Figura 20). El prendido de los focos led estuvieron las 24
horas encendidas y el funcionamiento de las hélices para la agitacion fueron cada 3 h en
los horarios de 6:00 a.m hasta 10:00 p.m todos los dias hasta trascurrir los 17 dias del

proceso experimental.

Figura 20
Condiciones de trabajo de los biorreactores con y sin efluente

Luego se monitoreo el crecimiento de las microalgas a través del uso del multipardmetro
tipo lapiz 4 en 1 modelo EZ -9908, previo a su uso se realizd la calibracidn y las soluciones
patrones fueron de pH =4; pH=7 y pH=10. De esta manera, se determind su temperatura
(T°C) y pH durante los 17 dias de cultivo (Ver Figura 21). También se hizo el monitoreo
por medio de la de la densidad dptica que consistia en medir la longitud de onda de los
cultivos a 680 nm, ya que en el reporte de (Venckus et al., 2017) normalmente 680 nm
estd asociado con la absorcién de la clorofila y la mejor absorbancia de una buena

lectura se encuentran entre 680 nm y 687 nm para el analisis de la microalga Chlorella
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vulgaris. La medicidon de la densidad dptica del crecimiento de la microalga se uso el
espectrofotémetro UV-Visible Spectrophotometer GENESYS 150 brindado por el
laboratorio de Ingenieria Ambiental de la Universidad Cientifica del Sur. Donde las
muestras recolectadas de cada biorreactor fueron de 10ml en tubos de prueba PYREX

16 X 100 C/Tapa vy las lecturas finales se daban en unidades de absorbancia (A) (Ver

Figura 22).
Figura 21
Monitoreo de pHy T°C
Figura 22
Medida de la densidad dptica (680nm)
.
|

4.1 Determinacion de la curva de calibracion de la densidad dptica vs. la
Concentracion

Por otra parte, se realizd una curva de calibracién de la Densidad Optica (OD) vs la

concentraciéon de biomasa (en g/L). Para determinar la calibracion, se hicieron 6

diluciones de 5, 7, 9, 11, 13, 15 ml en un volumen total de 15 ml cada uno en tubos de

prueba PYREX 16 X 125 C/Tapa. Una vez homogenizadas las muestras, se determiné las
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concentraciones de las 6 muestras en g/L a través del método peso seco y el uso de la

Ecuacion 1.

La determinacidn de OD se realizaron las mismas disoluciones y paso siguiente fue hacer
las lecturas de absorbancia en el espectrofotdmetro a una longitud de onda de 680 nm.

La ecuacidn resultante fue y= 1.2585* Abs (680 nm) - 0.1813 con R? de 0.9971, donde

o, .n

y” es la biomasa C. vulgaris (g/L) (Ver Figura 23).

Figura 23
Relacidn entre la biomasa C. vulgaris y la absorbancia de luz (680 nm)

Biomasa C.Vulgaris vs La Absorbancia
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Fuente. Elaborado en el programa Microsoft Excel 2021

4.2 Generador de CO;para disminuir el pH de los cultivos
Se disefié un generador de CO; para mantener el valor de pH dentro de los rangos
Optimos del cultivo de C. vulgaris, ya que el pH propicio para la mayoria de las especies
de microalgas es neutra y un pH 8 es favorable para las microalgas marinas. Cuando
existe una ausencia en el suplemento de CO; en el cultivo de las microalgas el pH
comienza a aumentar alrededor de 8 y 9 convirtiéndola a un medio alcalino; es decir,

este aumento se debe a la actividad de la enzima anhidrasa carbdnica (CA) que libera
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iones de hidroxilos (OH") al exterior de la célula (Seyed Hosseini et al., 2018). Por ende,
se tiene que inyectar CO;z al medio de cultivo para disminuir su pH: cuanto mas CO; mas
bajo sera el pH (Jesus et al., 2021). Durante el cultivo de las microalgas con las aguas
residuales, hubo momentos donde el pH era superior a 8, entonces se aplicé la inyeccién

de CO; para disminuir su pH.

Para el disefio de un generador de CO,, se realizé de manera casera a base de levadura,
azucar y agua. Se siguid el mismo procedimiento presentado por Arenas (2017), que
consistid en pesar 8 a 10 g de levadura fresca (Saccharomyces cerevisiae) en un envase
precipitado de 50 ml, luego se agregd poca cantidad de agua al recipiente con el fin de
diluir bien la levadura. Una vez diluida la levadura, se pasé agregar en el envase de 2.5 L
(Agua mineral), agregando agua filtrada de 1 L y aztcar de 250 g. Teniendo la mezcla
completa de levadura, agua y azucar, se sacudié 15 veces para que se homogenice bien
la mezcla y se dejé 1 h para su reaccion. Luego se instald un contador de gotas de
burbujas de CO; a través del uso del equipo de venoclisis y se agrego agua filtrada en la

camara de goteo hasta la mitad de su capacidad (Ver figura 24).

Ademas, se determind el flujo de salida de CO; a parir del método de desplazamiento
de agua presentada por Sarioglu & Gokgek (2016), quienes calcularon el volumen del
gas metano (CHa) acumulado a partir de un reactor que generaba biogds, describiendo
que el gas CH4 almacenado era igual al volumen de salida de agua (Ver Figura 25). Con
este proceso se adapté para realizar el calculo del volumen de la salida de CO2 con un

intervalo de tiempo de 1 min (Ver Figura 26).

Finalmente, se hizo una curva de calibracion Caudal (L/min) vs # gotas CO, (Ver Figura

27) y se uso la curva de calibracidn del caudal operativo para la concentracién de CO; (%
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v/v) requerida en el agua (Ver Figura 28), resultando para la primera curva de calibracién
de y=0.0001*x-0.0006 con R? de 0.9968. para la segunda curva de calibracién de

y=0.03*x con R?de 1.
Figura 24
Generador de CO2 a base de levadura

Figura 25
Medicidn del volumen de salida CO;

_ -
L
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Figura 26
Medicion y recoleccion del gas metano
Figura 27
Diagrama de Q (L/min) vs # de gotas de
co2

Caudal (L/min) vs # de gotas CO2

0.0100 y= 0.0001x - 0.0006 /
0.0080 R?=0.9968
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0 20 40 60 80 100

# de gotas de CO2

Tesis publicada con autorizacion del autor

No olvide citar esta tesis




UNIVERSIDAD

¥* TESIS CIENTIFICA

Figura 28
Diagrama Caudal (L/min) vs %v/v CO2

Caudal (L/min)

a(L/min)
\

Nota. Adaptado de “Optimization of CO2biofixation rate by microalgae in a hybrid microfluidic
differential carbonator using response surface methodology and desirability function”, por Yusuf
et al., 2020.

4.3 Andlisis para el uso como biofertilizantes de la microalga
Se realizd después del tratamiento de las aguas residuales durante los 17 dias
transcurridos. Por tanto, se tomdé las muestras mds representativas de estos
tratamientos en dos envases de plasticos con capacidad de 1 L cada uno. Una vez
recolectadas las muestras se etiquetd y se llevo al laboratorio de SISTEMA DE SERVICIOS
Y ANALISIS QUIMICOS S.A.C para el analisis de Nitrégeno total, Fésforo total, Potasio
Total y de metales pesados (Plomo, Cadmio, Cromo, Niquel, Arsénico y mercurio). Cabe
resaltar que el tipo de fertilizante que se ha considerado para este proyecto fue de

fertilizante orgdnico liquido (Ver Figura 29).
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Figura 29
Biofertilizante liquido a base de la microalga C. vulgaris

4.1 Determinacion del calculo porcentual de remocién
Finalmente, para el cdlculo porcentual de la remocién de los indicadores de
contaminantes del agua y nutrientes a partir de la aplicacidon de microalga C. vulgaris en
la depuracién de aguas residuales, se usé la siguiente férmula descrito por Andrés et al.
(2016). Se aplicaron para los componentes de materia organica (DBO y DQO) vy

nutrientes (Nitrato y Fosfato) independientemente.

Ecuacion 4
Cdlculo porcentual de remocion de la materia orgdnica

C —C
%R = "C—f]xmo
0]

Donde: % R= Porcentaje de remocidn de los nutrientes y materia orgdnica; CO= La concentracion
inicial del nutriente y materia organica en el agua residual; Cf= La concentracidn de nutriente y

materia organica luego del tratamiento.
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4.2 Anadlisis estadisticos
Los datos obtenidos del crecimiento de la microalga C. vulgaris fueron tabulados en el
programa Microsoft Excel 2020, en el que se determind la media y la desviacidn estandar
para las variables de crecimiento de microalga (concentracién de biomasa), pH,
temperatura, velocidad especifica y productividad. Luego, se realizaron pruebas de
normalidad (Test Shapiro-Wilk) y pruebas de homogeneidad (Test-igualdad de
varianzas) para los dos grupos de muestras independientes (sin y con agua residual) con
las variables temperatura y concentracion de biomasa. Los que cumplieron las dos
pruebas (Normalidad y homogeneidad) fue la variable temperatura y los que no
cumplieron fueron la concentraciéon de biomasa y pH, donde se hicieron la prueba no
paramétrica de U de Mann-Whitney. Finalmente, se realizaron los tes-t de correlacién
Concentracion vs T°C y Concentracién vs pH. En todos los casos se utilizé un 95% de

confianza (p<0.05) en el programa estadistico IBM SPSS Statistics version 26.
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V  RESULTADOS
5.1 Resultado de las aguas residuales del Distrito de Monzén
Los resultados que se obtuvieron por cada parametro analizado de las aguas residuales

municipales del distrito de Monzdn se detallan en la Tabla 6.

Tabl

Rae?u7t2dos analiticos de los efluentes municipales del Distrito de Monzdn
Parametro Resultado
Conductividad 204.75 umho/cm a 25 °C
Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO) 35 mg/L

Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) 67 mg/L

Nitratos (N-NOs ) 0.04 mg/L

Fosfatos 0.176 mg/L

Solidos totales 115 mg/L

Turbidez 33 NTU

pH 6.91 unidad de pH

Fuente. Adaptado de los resultados del laboratorio HidroLab (Ver Anexo1l)
5.2 Resultados del crecimiento de la microalga Chlorella vulgaris en las
muestras sin o con agua residual.
5.2.1 Resultados de la concentracion de biomasa en los biorreactores sin y con
agua residual

Existié una diferencia estadisticamente significativa entre la concentracién de biomasa
(g/L) y los tipos de tratamiento (sin y con agua residual) debido a que el valor de p
obtenido (0.011) fue menor a 0.05 con un nivel 95% de confianza (Ver Tabla 7). Ademas,
en la Figura 30 la concentracion maxima de biomasa que tuvo el biorreactor sin agua

residual fue de 0.878 £ 0.03 g/L en el dia 15, y la concentracién maxima de biomasa para
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el biorreactor con agua residual fue de 1.199 + 0.16 g/L en el dia 15. Ademas, se pudo
notar las cuatro fases de crecimiento de la microalga en los biorreactores sin y con agua
residual, donde la fase de adaptacidn se dio en los primeros dias, la fase exponencial en
los dias 2 y 6, la fase estacionaria en los dias 6 y 15, aqui en estos dos puntos la curva de
crecimiento empieza hacerse constante hasta llegar la fase de declinacién o muerte

donde la curva en el dia 15 empez6 a bajar.

Tabla 7
Prueba de U de Mann-Whitney de la concentracion de biomasa en el cultivo C. vulgaris

Hipétesis nula Prueba Sig. Decisién
La mediana de la concentracién de Prueba de U de 0.011 Como valordep
Biomasa (g/L) es similar a la mediana Mann-Whitney para (0.011)<0.05, se rechaza
del tratamiento sin agua residual y con muestras la hipdtesis nula.
agua residual independientes

Nota. Se muestran significaciones asintdticas. El nivel de significacién es de ,050
Fuente: Resultado obtenido del programa IBM SPSS Statistics 26

Figura 30
Crecimiento de la microalga C. vulgaris en los biorreactores

Curva de crecimiento de la microalga C.Vulgaris
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5.2.2 Resultados entre la relacion de la concentracion de biomasa y la
temperatura

Se evidencid con la misma prueba de correlaciéon de Spearman que existe una relacion

significativa para la concentracion de biomasa y la temperatura, en vista de que el valor

p obtenido (0.035) es menor a 0.05 con un nivel 95% de confianza. Esta relacion es

inversa; es decir, cuando la temperatura disminuye la concentracion de biomasa

aumenta, dicha relacion es débil (p=-0.363) (Ver Tabla 8).

Tabla 8
Correlacion de Spearman del crecimiento de la especie C. Vulgaris y la temperatura

p p N

Concentracion de Biomasa -Temperatura  -0.363 0.035 34

Nota. p. coeficiente de correlacién de Spearman; p. Nivel de significancia; N.
Cantidades de datos; **. La correlacién es significativa en el nivel 0,05 (bilateral).
Fuente: Resultado obtenido del programa IBM SPSS Statistics 26

Ademas, en la Figura 31 la temperatura para el biorreactor sin agua residual y con agua
residual disminuyeron en los dias 2 y 5 durante el crecimiento exponencial de las
microalgas, donde la disminucidn para el biorreactor sin agua residual fue de 24.63 °Ca
21.63 °C con una diferencia de 3.00 °C, mientras que, para el biorreactor con agua
residual fue de 24.43 °Ca 21.77 °C con una diferencia de 2.60 °C. Después de 6 dias en
adelante, las temperaturas tanto para el biorreactor sin y con agua residual se mantuvo

entre los rangos de 20.27 °Cy 25.07 °C.
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Figura 31
Relacidn entre la concentracion de biomasa y la temperatura

Curva de crecimiento de la microalga C.Vulgaris y la
temperatura (°C)
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5.2.3 Resultados entre la relacion de concentracion de biomasa y el pH
Con la prueba de correlacion de Spearman se evidencid existe una relacion significativa
entre la concentracion de biomasa y el pH, debido a que el valor p obtenido (0.000) es
menor a 0.01 con un nivel 99% de confianza. La relacidén que tienen estas dos variables
son de manera directa; que quiere decir, si incrementa la concentracién de biomasa
también incrementara las unidades de pH. Ademas, la relacion es alta (p=0.659) (Ver

Tabla 9).

Tabla 9
Correlacion de Spearman del crecimiento de la especie C. vulgaris y el pH

p p N

Concentracion de biomasa - pH  0.659** 0.000 34

Nota. p. coeficiente de correlacién de Spearman; p. Nivel de significancia; N.
Cantidades de datos; **. La correlacién es significativa en el nivel 0,01 (bilateral).
Fuente: Resultado obtenido del programa IBM SPSS Statistics 26
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De acuerdo con la Figura 32, se observd que en los primeros dias de cultivo de las
microalgas en los biorreactores de sin y con agua residual estuvieron en la etapa de
adaptacion, después de los dos dias empezaron a crecer de manera exponencial. Pero,
en los dias 2 y 4 el pH empezd aumentar tanto para los biorreactores sin y con agua
residual, lo cual se inyectd CO; a un flujo de 0.0057 L/min y con una concentracion de

C0O; a2 0.19 % v/v durante 3 h.

De esta manera, las unidades de pH para el biorreactor que no contenia el agua residual
disminuyeron de 7.28 a 6.13 con una diferencia de 1.15, mientras que, para el
biorreactor que contenia el agua residual disminuyé de 8.12 a 6.72 con una diferencia
de 1.40. Después de los 6 dias en adelante, el pH se estuvo monitoreando diariamente
para ambos biorreactores, pero hubo caso donde el biorreactor con el agua residual su
pH era superior de 8.00 llegando a ser mas alcalino, lo cual se tuvo que inyectar el CO;
para disminuir su pH en un periodo de 3 h. La fluctuacidn de pH tanto para el Biorreactor

sin y con agua residual se mantuvo entre 7.00 y 8.00 durante los 17 dias de cultivo.
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Figura 32
Relacidn entre la concentracion de biomasa y el pH

Curva de crecimiento de la microalga C.Vulgaris y el pH
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5.2.4 Resultado de la velocidad especifica de crecimiento y la productividad en
los biorreactores sin y con agua residual
En la Figura 33, la velocidad especifica de crecimiento maximo (umax.) de la microalga C.
vulgaris para el biorreactor sin agua residual alcanzé un valor de 0.876 + 0.210 (1/dia),
mientras que, para el biorreactor con agua residual alcanzé un valor de 1.220 + 0.414
(1/dia). De esta manera, se evalud que el biorreactor con agua residual fue superior en
término de pmax. que el biorreactor de agua sin residual. Ademas, tanto para el
biorreactor sin y con agua residual los valores de pu (1/dia) empezaron acercarse al valor
cero en el dia 7, ya después de este dia en adelante la u comenzaron a fluctuar entre

0.00 y 0.20 determinando que las microalgas se encontraban en la fase estacionaria.
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Figura 33
Velocidad especifica de crecimiento C. vulgaris en los biorreactores
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En la Figura 34, la productividad maxima que tuvo el biorreactor sin el agua residual fue
de 0.318 £ 0.091 g/L.dia, mientras que la productividad maxima para el biorreactor con
el agua residual fue de 0.417 + 0.061 g/L.dia. En este caso, la productividad del
biorreactor con agua residual fue superior al biorreactor sin agua residual. Ademas,
tanto para el biorreactor sin y con agua residual en el dia 7 del cultivo comenzaron a
disminuir su productividad esto se debid al agotamiento de los nutrientes presentes en
los medios de cultivos. Después del dia 7 al dia 17 la productividad de ambos grupos de

tratamientos fluctuaba entre 0.00y 0.1 g/L.dia.
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Figura 34
Productividad de la microalga C. vulgaris en los biorreactores
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5.3 Resultado de porcentaje de remocion de materia organica en los
biorreactores sin y con agua residual

A continuacion, se detallaron los resultados de DBO, DQO, Nitrato y Fosfato después de
17 dias de tratamiento en los biorreactores con el agua residual (B4, B5 y B6), lo cual
fueron 3 réplicas para la muestra con el agua residual (Ver Tabla 10). Para el calculo de
remocion de estos componentes organicos, se usd la Ecuacién 4 descrita en la
metodologia. Donde los resultados de la Tabla 6 los parametros obtenidos fueron antes
de iniciar los tratamientos con el agua residual y la Tabla 10 representa los resultados
después de los 17 dias de tratamiento, teniendo las Concentraciones iniciales (Co) y
Concentraciones finales (Cf), respectivamente. Obteniendo los resultados de %

Remocion (Ver Tabla 11).

C —C
%R:["C—f]xwo
0]

Tesis publicada con autorizacion del autor
No olvide citar esta tesis




UNIVERSIDAD

¥* TESIS CIENTIFICA

Tabla 10
Resultados analiticos de la materia orgdnica y nutrientes después de 17 dias de tratamiento

Biorreactores con las aguas residuales de 3 réplicas

Parametro Biorreactor 4 Biorreactor 5 Biorreactor 6 Promedio
DBO (mg/L) 16 21 24 20.33+4.04
DQO (mg/L) 251 264 274 263 +11.53
N-NOs™ (mg/L) 45.92 43.75 39.56 43.08 +£3.23
P-PO4 (mg/L) 0.060 0.053 0.050 0.054 +0.0051

Nota. DBO. Demanda Bioquimica de Oxigeno; DQO. Demanda Quimica de Oxigeno; N-NOs". Nitrato; P-POa".
Fosfato.
Fuente. Adaptado de los resultados analiticos del laboratorio HidroLab (Ver Anexo 2, Anexo 3 y Anexo 4).

Tabla 11
Resultado de % de remocion antes y después del tratamiento del agua residual

Antes Después
Parametro Co (mg/L) Cf (mg/L) Porcentaje de Remocidn
(%)
DBO 35.00 20.33 41.9
DQO 67.00 263.00 -293.0°
N-NOs3 0.04 43.08 -107 5922
P-POs* 0.18 0.054 69.13

Nota. DBO. Demanda Bioquimica de Oxigeno; DQO. Demanda Quimica de Oxigeno; N-NOs". Nitrato; P-POa4".
Fosfato.? Los valores de porcentaje (%) de eliminacion negativa indica un aumento en el parametro.

5.4 Resultado de fertilizante organico liquido después del tratamiento del agua
residual
Después de 17 dias de tratamiento con el agua residual se analizaron los

macronutrientes y metales pesados (Ver Tabla 12).
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;2?4!17&1120 de fertilizantes liquido después de 17 dias de tratamiento con el agua
residual
Unidad Resultado
Macronutrientes
Nitrégeno total (N) %p/v <0.01
Fosforo Total (P20s) %p/v 0.04
Potasio Total (K20) %p/v <0.01
Metales Pesados
Plomo, Pb mg/L 0.90
Cadmio, Cd mg/L 0.18
Cromo, Cr mg/L 1.31
Niquel, Ni mg/L 2.27
Arsénico, As mg/L <0.002
Mercurio, Hg mg/L <0.001

Nota. Resultado obtenido del Biorreactor 5 que fue el mas significativo para el analisis de
biofertilizante liquido.

Fuente. Adaptado de los resultados de macronutrientes y metales pesados del Laboratorio Slab (Ver
Anexo 5y Anexo 6).
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VI DISCUSION

En la Figura 30, se observd que las concentraciones de biomasa de la microalga C.
vulgaris en el biorreactor con el agua residual fue mas predominante que las
concentraciones de biomasa en el biorreactor sin agua residual. De acuerdo a Spennati
et al. (2021), analizaron que los cultivos de microalgas o cianobacterias en condiciones
mixotroéficas (microalgas-bacterias) o heterotroficas poseen un aumento significativo en
las concentraciones de biomasa con relacién a los cultivos en condiciones autotrofas.
Esto se debe en que los cultivos mixotrdficas hay una fuerte relacion entre las microalgas
y las bacterias (intercambio de micro y macro nutrientes), donde las microalgas
producen oxigeno (0z) por medio de la fotosintesis para el consumo de bacterias
aerobias que estdn activamente respirando, en cambio las bacterias liberan CO; para
mejorar la eficiencia fotosintética de las microalgas, ademas las microalgas
proporcionan la vitamina B para el crecimiento de las bacterias en cambio de recibir el

carbono organico (Wirth et al., 2020).

Asimismo, la concentracion maxima de biomasa de C. vulgaris que presentd en el
biorreactor con agua residual fue de 1.199 + 0.16 g/L a los 15 dias (Ver Figura 30).
Obteniendo una mayor concentracién de biomasa que el reporte de Azam et al. (2022),
donde compararon dos especies de microalgas para el tratamiento de agua residual
municipal, consiguiendo una biomasa maxima para la microalga Chlorella pyrenoidosa
de 0.902 g/L y para la microalga C. vulgaris 0.848 g/L a los 15 dias de cultivo. Para
obtener los valores de concentracidon de biomasa muy altas en los biorreactores con el
agua residual en este estudio, esto dependié de muchos factores como la intensidad de
luz, el fotoperiodo, la agitacidén, el pH y la temperatura. Para el caso de la intensidad de

luz los biorreactores con el agua residual estuvieron expuesto a 12 580 lux (Ver Figura
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20) en otras palabras cuanto mayor sea la intensidad de luz mayor sera el contenido de
lipidos totales, esto sucedio similar al estudio de Han et al. (2021a), donde analizaron
que la exposicidén de luz a 15 000 lux de la microalga S. obliquus la biomasa se mantuvo
a niveles altas y no hubo ningiin cambio brusco y cuando estuvo expuesta mayor o igual
a 10000 lux el contenido y el rendimiento de lipidos incrementaron considerablemente,
obteniendo una concentracion maxima de biomasa de 0.36 g/L a un rendimiento de
23.8%, concluyendo que la microalga S. obliquus pueden soportar alta intensidad de luz
y producir mayor cantidad de lipido para la produccién de biodiesel. Otro caso de Han
et al. (2021b) demostré que una intensidad de luz de 12 000 lux la concentracién
maxima de biomasa de la microalga C. pyrenoidosa alcanzé a 0.84 g/L en el tratamiento
de aguas residuales domésticas y compard que el crecimiento de esta microalga en 8

000 lux y 12 000 lux no hubo una diferencia significativa.

El pH promedio total del biorreactor con el agua residual fue de 7.75 + 0.421 y para el
biorreactor sin el agua residual fue de 7.22 + 0.525, mientras que el promedio total de
la temperatura del biorreactor con el agua residual fue de 22.82 + 1.389 °C y para el
Biorreactor sin el agua residual fue de 22.65 + 1.386 °C, ambos pardmetros en un
periodo de 17 dias de cultivo (Ver Figura 31y 32). Como se observa, la parte del pH hubo
una ligera variacién de sus unidades en las muestras con y sin agua residual, en tanto
que, la temperatura su comportamiento fue casi similar entre las muestras con vy sin
agua residual. Se mantuvo el pH dptimo entre los rangos de 7.5 y 8 de la microalga C.
vulgaris, ya que si el pH llega a ser muy acido o muy alcalino estos pueden llegar a inhibir
el crecimiento de la microalga (Niederwieser et al., 2018) y para la temperatura también

se mantuvo en los rangos éptimos de 16 y 27°C, puesto que a temperatura menor de 16
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°C llegan a ralentizar el crecimiento y si son superiores a 35 °C ya se considera letales

para el crecimiento de la microalga C. vulgaris (Blinova et al., 2015).

Otro de los factores a considerar es la presencia de depredadores de las microalgas
llamadas rotiferas, pues es comun en un agua contaminada (aguas residuales
municipales o urbanas), en la Figuras 30 y 33. Se observé que la curva de concentracién
de biomasa (g/L) y la velocidad especifica de crecimiento (d!) de la microalga C. vulgaris
el comportamiento fueron casi similar entre el biorreactor sin y con agua residual
durante los 15 dias de cultivo, lo cual indica que la presencia de rotifero no fue
predominante en el cultivo con el agua residual, sino mas bien fueron predominantes
las microalgas. Ademas, fue similar al estudio de Fernandez-Linares et al. (2017), donde
usaron cepas inoculados de C. vulgaris en las aguas residuales urbanas sin esterilizar, lo
cual observaron en el microscopio que no hubo la presencia de rotiferas (herbivoras de
microalgas) y solo Chlorella estuvo presente (prevaleciendo durante todo el cultivo). Sin
embargo, en el estudio de Lam et al. (2017) detectaron una inhibicidén del crecimiento
de la microalga C. vulgaris presentes en el agua residual sin esterilizar observaron bajo
el microscopio que las muestra de cultivo estuvieron contaminadas por agentes
bioldgicos (rotiferos), convirtiéndola el medio de cultivo contaminado en un color de
marrodn claro. Para el caso de la Figura 21 y 29, los biorreactores con el agua residual sin
esterilizar mas la microalga C. vulgaris presentaron un color verde oscuro, mas no un
marrdn claro. También, se podria explicar la ausencia de los rotiferos que antes de ser
utilizado el agua residual fueron filtradas con una con particulas de retencién de 3 um
de longitud. De acuerdo con Huang et al. (2014), recomiendan que para poder eliminar

la mayoria de rotiferos adultos el filtrado debe ser > 200 um de longitud, pero para que
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la eliminacién sea eficiente recomienda realizar cambios de condiciones de pH a pH 3

en un tiempo de 1 o 2 h para asi evitar la contaminacién de rotiferos.

De acuerdo con Gorgich et al. (2021), una mezcla adecuada (agitacién) en el cultivo de
la microalgas permite asegurar una buena distribucion homogénea de las células, la luz,
la concentracidn de nutrientes y la temperatura, pero si la mezcla es inadecuada puede
ocasionar dafios a las células a causa del esfuerzo cortante. Entonces si la agitacidon
mecdanica es mayor a 300 rpm, se provocan dafios constantemente a la membrana
celular, reduciendo de esta manera la cantidad de células y la tasa de crecimiento de la
biomasa, por lo que la agitacién mecdnica que estuvo trabajando los biorreactores tanto

con el agua residual y sin el agua residual fueron de 150 rpm.

La velocidad especifica de crecimiento maximo (umsx.) de la microalga C. vulgaris en el
biorreactor con el agua residual en un 21% fue de 1.220 + 0.414 d* (Ver Figura 33),
obteniendo valores altos que el estudio de Wang et al. (2021), donde determinaron que
la umsx. de la microalga C. vulgaris en diferentes concentraciones de agua residual
enriquecida (ARe) en 20, 40, 60, 80 y 100% fueron de 0.354 + 0.018 d%, 0.382 + 0.016 d
1,0.323+0.016d%,0.302 +0.009 d*y 0.186 + 0.007 d!, respectivamente, notando que
cuanto mayor es la concentracion de ARe menor es la velocidad especifica de

crecimiento.

La productividad maxima de biomasa C. vulgaris para el biorreactor sin agua residual fue
de 0.318 + 0.091 g/L/d y para el biorreactor con el agua residual fue de 0.417 + 0.061
g/L/d, ambos en el dia 6 (Ver Figura 34), determinando que la mayor productividad se
dio en el biorreactor con el agua residual con una dilucién de 21 %(v/v). De acuerdo con

Trivedi et al. (2019), determinaron los efectos de enriquecimiento de aguas residuales
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(5,10, 15, 30,50, 70 y 100 %) en la productividad de biomasa de |la microalga C. vulgaris,
donde la productividad méaxima en una dilucion de 15 % (v/v) fue de 257.87 + 1.27
mg/L/d en el dia 4, para la dilucidon de 30% fue de 258.30 + 1.04 mg/L/d en el dia 8, para
la dilucion 50% fue de 209.68 + 1.46 mg/L/d en el dia 20, y para las concentraciones de
bajo enriquecimiento de aguas residuales de 5% y 10% fueron de 67.07 £ 0.22 mg/L/d y
84.97 +0.55 mg/L/d, respectivamente en un periodo de 8 dias . Asimismo, relacioné que
la baja productividad de biomasa en las concentraciones 5% y 10% estaba atribuida a la
baja disponibilidad de nutrientes debido a la alta dilucién que presentaba, mientras que
para una concentracion de 70% y 100% enriquecida con el agua residual, también
presentd una baja productividad de biomasa esto se debié a que los niveles altos de
turbidez retardaron las tasas fotosintéticas y por la toxicidad de iones de amonio
presentes en los medios de cultivos. En este caso, para obtener una mayor productividad
deben encontrarse entre 15% y 30%, lo cual en este estudio a una concentracion de
dilucién de agua residual de 21% se obtuvo una productividad maxima de biomasa C.

vulgaris de 417.3 £ 61.5 mg/L/d en el dia 6, siendo mas alto que el estudio mencionado.

En cuanto al porcentaje de remocion del DQO fue de -293.0 %, donde la concentracién
del agua residual antes y después del tratamiento fue de 67.00 mg/L y 263 mg/L
respectivamente (Ver Tabla 11), notando claramente que hubo un incremento del DQO
en el medio de cultivo, lo que se debe a dos mecanismos principales: el primer
mecanismo esta relacionado con la descomposicion de las microalgas viejas a través de
las bacterias y el segundo mecanismo estd relacionado con la liberacién de la materia
organica luego que las microalgas fijaran el CO,, de modo que el aumento de DQO puede
estar asociado con el desequilibrio que hubo entre las bacterias y las microalgas o por el

periodo de incubacidn prolongado (Lee et al., 2019). Una situacion similar sucedié con
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el estudio de Ayatollahi et al. (2021), en el que usaron la microalga C. vulgaris para la
remocion del DQO en las aguas residuales municipales, la concentracién DQO inicial del
agua residual fue de 404.95 + 7.83 mg/L luego en las primeras 24 h redujo drasticamente
a170.23 +7.15 mg/L, pero, después de 24 0 48 h, el DQO empezd a incrementar, lo cual
dedujeron los investigadores que la microalga tuvo dos vias metabdlicas (autétrofa y
heterétrofa) que podrian modificar entre si en relacion a la disponibilidad de la fuente
de carbono y las condiciones ambientales. Cuando hubo un agotamiento del sustrato
organico, el crecimiento autdétrofo utilizé el CO; como fuente de carbono, generando de
esta manera sustancias orgdnicas en el medio de cultivo con moléculas muy pequefias
como el acido glicdlico (subproducto del ciclo de reduccién del carbono fotosintético).
Asimismo, de acuerdo con Otondo et al. (2018), quienes analizaron la disminucién y el
aumento de la concentracion de DQO, la microalga que utilizaron fue C. vulgaris en la
remocién de DQO de las aguas residuales municipales. Los investigadores empezaron
con una concentracion inicial de 150 mg/L DQO, esto disminuyd progresivamente en
una tasa de 25 mg/L al dia. En el dia 3 el DQO fue de 75 mg/L con un porcentaje de
remocion de 50% DQO, luego del tercer dia la concentracién de DQO se incrementd a
225 mg/L y posteriormente se mantuvo constante por el resto de los dias (Ver Figura
35), concluyendo que la disminucion de la concentracién del DQO se debid a la
asimilacion del carbono presente en el DQO por medio de la fotosintesis y el aumento
de la concentracion se debid a la liberacidon de productos metabdlicos (productos de

sustancias poliméricas extracelulares y productos microbianos solubles).
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Figura 35
Perfil de reduccion de DQO

300
250 | (A)

1 2 3 4 5
Time (days)

Nota. COD (Demanda quimica de oxigeno siglas en ingles).
Fuente: Energetic evaluation of wastewater treatment using microalgae, Chlorella vulgaris.
Otondo et al. (2018).

En la tabla 11, se observé que el porcentaje de remocidn de nitrato (N-NOs™ ) fue -107
592% esto se debid que la concentracién final aumentd en 43.08 mg/L con respecto al
inicial de 0.04 mg/L. Similar sucedié con el estudio de Magalh3es et al. (2022), quienes
usaron la especie de Scenedesmus obliquus para el tratamiento de aguas residuales
agro-industriales en dos sistemas de cultivo (fotobiorreactores y tanques abiertos), la
concentracién inicial y final del N-NOs™ para el fotobiorreactor (FBR) fue de 2.4y 2.6 mg/L
respectivamente, obteniendo un % remocion de -8.3% y para el sistema de tanque
abierto (STA) la concentracidn inicial y final fue 1.4 y 2.2 respectivamente, obteniendo
un % de remocioén de -57.1%, lo cual se relaciond con el mecanismo de la eliminacién
del ion amonio N-NH;* con el aumento del nitrato, por lo que argumentaron que la
eliminacion del N-NH;* puede ocurrir por tres procesos, que son la volatilizacion, la
asimilacion por biomasa y la nitrificacion. En el FBR, el crecimiento de microalga su
crecimiento fue muy corto debido a que el N-NHs* es su nutriente preferida para

asimilar, en cambio en el STA al ocurrir un mayor tiempo de adaptacion fisioldgica las
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bacterias nitrificantes (BN) metabolizaron parte del N-NH;* disponible, lo que causo el
aumento del nitrato. Ademads, dedujeron que el incremento de la nitrificacion estd
relacionado con el mayor tiempo de cultivo que permanece el tratamiento y por la
adicién del CO,, dado que existe una mayor cantidad de biomasa bacteriana. Entonces,
los investigadores concluyeron que la mayor nitrificacion fue en el STA debido a que el
crecimiento durd 10 dias en comparacion al FBR que fue 6 dias. También en el estudio
de Eze et al. (2018) se relaciond la eliminacién de N-NHs* con el aumento de la
concentracion de N-NOs™ debido a la oxidacién activa de nitrégeno amdnico por medio
de BNy la concentracion inicial de nitrato del experimento fue de 1.8 mg/L, después de
16 dias incrementé a 40.5 mg/L, y luego de 28 dias disminuyd a 39.1 mg/L, lo cual la
disminucion de la concentracién de N-NOs™ se relacioné con un supuesto que las

microalgas podrian haber eliminado el nitrato.

De acuerdo con Ahmed et al. (2022), se analizé el comportamiento y las reacciones
metabdlicas que ocurren entre las microalgas y las bacterias para la depuracién de la
aguas residuales (Ver Figura 36), donde el nitrégeno y el fésforo son eliminados por
bacterias nitrificantes (BN), bacterias desnitrificantes (BD) y organismos que acumulan
fosfatos. Existen varias fuentes que las microalgas pueden asimilar con menos energia
los nutrientes, como el nitrégeno (N) en formas de amonio (N-NH4*), nitrito (N-NO%) y
nitrato (N-NOs’). Ademas, para la asimilacidon de nitratos estos son conducidos a la

membrana de las células de microalgas para ser reducidos y liberados el amonio.
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Figura 36
Reacciones metabdlicos entre las microalgas y las bacterias en el tratamiento de aguas
residuales

Reactions involving microalgae

4H,0 + NO3z—— 70H™ + NH3 Nitrate reduction

CO, + NHY + PO, 7 4+ Hy0 — 04, microalgae biomass Photosynthesis

Reactions involving bacteria

S5CH4COOH + 8NO; — 6H,0 + BHCO; + 4N, + 2C0, Denitrification
20, 4+ NH4" — NO3; + H,0 + 2H' Nitrification
0, + COD + nutrients — CO, + bacterial biomass

En resumen, en el andlisis del aumento del DQO y N-NOs™ (Ver Tabla 11) se debid que el
incremento de la concentracién del DQO en el medio de cultivo con las aguas residuales
y las microalgas llegaron a su fase de muerte, de manera que hubo una respiracion
enddgena entre la relacidon de microalgas y bacterias, mientras que el aumento de la
concentracion del N-NOs™ se debid a la competicion entre la BN y las microalgas por la

absorcién de N-NH4* (Vargas-Estrada et al., 2021).

El porcentaje de remocion del DBO fue de 41.9% (Ver Tabla 11), siendo menor que el
reporte de Chandra et al. (2021), quienes usaron dos tipos de microalgas Chlorella
minutissima y Scenedesmus abundans para el tratamiento de aguas residuales
municipales, siendo el porcentaje de remocién para ambos de 70% en un periodo de
cultivo de 10 dias, y del reporte de Atoku et al. (2021), quienes usaron la microalga C.
vulgaris y la cianobacteria Oscillatoria limosa para el tratamiento de aguas residuales
industriales donde la eliminacion del DBO fueron de 81% y 82%, respectivamente en un
periodo de 15 dias. El porcentaje bajo (41.9%) de DBO que se obtuvo en el estudio
estuvo basicamente relacionado con el aumento del DQO, de acuerdo con el analisis de
Lima et al. (2020), el DBO es afectado por el aumento de valores del DQO debido a la

liberacion de compuestos no degradables como la celulosa y hemicelulosa, que son los

Tesis publicada con autorizacion del autor
No olvide citar esta tesis




UNIVERSIDAD

¥* TESIS CIENTIFICA

principales componentes de carbohidratos de las microalgas. En efecto, el analisis del
DBO en tiempo normal de 5 dias Unicamente se oxidan los carbohidratos de facil
degradacion, en tanto que la celulosa y la hemicelulosa requieren un periodo de tiempo

mas largos.

En cuanto a la remocién del P-PO4*, fue de 69.13% de una concentracion inicial de 0.18
mg/L reduciendo a 0.054 mg/L en un periodo de 17 dias de cultivo (Tabla 11). Pero, fue
menor al estudio de Russel et al. (2020), quienes utilizaron dos especies, Scenedesmus
obliquus y Acinetobacter pittii, en el mismo cultivo para el tratamiento de aguas
residuales domésticos, el porcentaje de remocion del P-POs* fue de 91.5% y esta
remocion fue relacionado con la concentracién inicial de 1.67 mg/L, reduciendo a 0.142
mg/L en un periodo de 10 dias de cultivo. Como la concentracion de fosfato de este
estudio disminuyeron, pero en menor medida, se debié a la disposicion minima de
fésforo de las microalgas, lo cual puede ser derivado de la formula molecular de la
biomasa de microalgas (COo.48H1.83No.11Po.01) (Komolafe et al., 2014). Otro factor podria
ser la saturaciéon de oxigeno y la limitacion de nitrogeno, que alcanzaron alterar
fuertemente la asimilacion de fosfatos por parte de microalgas, pero para la absorcion
bacteriana del P-PO43* (heterdtrofa o fototrdpica) son menos afectados por esos
parametros; por tanto, las bacterias pudieron estar dominando todo el cultivo (Wicker

& Bhatnagar, 2020).

En la tabla 12, se muestran los resultados de los metales pesados analizados del
biorreactor que tuvo las aguas residuales y la microalga C. vulgaris después de un
periodo de 17 dias de tratamiento, lo cual se realizd un orden de tendencia de mayor a

menor de los metales pesados que fue de esta manera Ni > Cr > Pb > Cd > As > Hg con

Tesis publicada con autorizacion del autor
No olvide citar esta tesis




UNIVERSIDAD

¥* TESIS CIENTIFICA

concentraciones de 2.27 mg/L > 1.31 mg/L > 0.9 mg/L > 0.18 mg/L > menores a 0.002

mg/L > menores a 0.001 mg/L, respectivamente.

En la Tabla 13 y 14 se describen las concentraciones de limites maximos permisibles
(LMP) de los metales pesados presentes en activades de agua de riego, la salud humana
y las descargas industriales de aguas residuales, por lo que los investigaron se basaron
en las normativas de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), Agencia de Proteccién
Ambiental (EPA), Agencia Europea de Medio Ambiente (AEMA) y Organizacidn de las
Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién (FAOQ). Para el caso de este estudio
los metales pesados fueron ligeramente inferiores a los LMP de las descargas de aguas
residuales industriales (Ver Tabla 13), en cambio para uso como riego el metal pesado
Ni fue mayor al LMP 1.4 mg/L, el Cr > LMP 0.1 mg/L, el Pb > LMP 0.015 mg/L, el Cd > LMP
0.01 mg/L, pero para los metales pesados As y Hg fueron menores a LMP 0.01 mg/L,
ademas se describid los problemas toxicoldgicos que presentarian las plantas cuando
los metales pesados es superado al LMP (Ver Tabla 14). En resumen, como uso de
biofertilizantes para riego de plantas, no se puede podria utilizar, debido que algunos
metales pesados analizados son superados a los LMP, pero si pudiese utilizarse como un
indicador de biorremediacién (similar a una planta fitorremediadora), ya que las
microalgas C. vulgaris tienen la gran capacidad de absorber y eliminar metales pesados

con niveles de concentraciones altas.
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Tabla 13
LMP de metales pesados y descargas Industriales segun la Normativa OMS y EPA

Henvy Winking waser Induserind Driseurpe et o Yosnan Health

Uransun 0 o) Widowry

Nota. (LMP) Limite Maximo Permisible.
Fuente. Adaptado de “A Critical Review On Heavy Metals Removal Using lonic Liquid Membranes
From The Industrial Wastewater”, por Imdad & Dohare, (2022).

Tabla 14
LMP de concentracion de metales pesados en agua de riego

Metales Agua de riego Efecto en las plantas**
(mg/L)*

Plomo (Pb) 0.015 Disminucién del contenido de proteina vegetal e
inhibicidn de la actividad enzimatica.

Cadmio (Cd) 0.01 Reduccidn en la germinacidn de semillas, contenido
de nutrientes de las plantas y reduccién de la longitud
de brotes y raices.

Cromo (Cr) 0.10 (Como Cr*®) Disminucién en la adquisicion de
nutrientes de las plantas, inhibicion del proceso de
germinacion y reduccién de la biomasa vegetal,

Arsénico (As) 0.01 Crecimiento atrofiado, reducciéon en la germinacién
de semillas, altura de las plantulas, area foliar y
produccién de materia seca.

Niquel (Ni) 1.40 Impide el crecimiento de brotes y raices, daia varias
partes de la planta, induce manchas en las hojas y
produce deficiencia de Fe.

Mercurio (Hg) 0.01 Reduccidn del porcentaje de germinacion, altura de la
planta, peso de la floracién y del fruto, clorosis y
reduccion de la formacidon de macollos y panojas.

Cobre (Cu) 0.20 Dafio a las raices de las plantas y deformacion de la
estructura de la raiz.

Hierro (Fe) 0.50 -

Zinc (Zn) 2.0 Efecto adverso sobre las actividades enzimaticas,
crecimiento atrofiado y rendimiento reducido.

Manganeso (Mn)  0.20 -
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Nota. *AEMA, OMS y FAO; **(Kumar et al., 2019)
Fuente. Adaptado de “Phytoremediation: Environmentally sustainable way for reclamation of heavy metal polluted
soils”, por Ashraf et al., (2019).

En tabla 12, se obtuvieron los resultados de los macronutrientes después de 17 dias de
tratamiento del agua residual del Distrito de Monzdn con el uso de la microalga C.
vulgaris en un sistema de cultivo biorreactor. El Nitrogeno Total (N) obtenido fue de
0.01% p/v, el Fosforo Total (P2,0s) de 0.04% p/v y el Potasio Total (K,0) de 0.01% p/v.
Como se puede ver, las concentraciones de nutrientes principales (NPK) son minimas, lo
cual se relacioné con los nano-fertilizantes, de acuerdo con El-Saadony et al. (2021), los
nano-fertilizantes ofrecen algunos nutrientes de forma muy pequefia, permitiendo
mejorar el crecimiento y la productividad de los cultivos segun las necesidades de
nutrientes de las plantas (aumenta la absorcion y estimula de la produccidn vegetal).
Asimismo, los nano-fertlizantes se pueden dispersar en polvo o en liquidos con un
didmetro menor a 100 nm, ya que este tipo de biotecnologia es considerada como una
parte fundamental de una agricultura de precisidn; es decir, provee una entrega de
nutrientes controlada y especifica del sitio, lo que le permite aumentar la eficiencia del
uso de nutrientes y disminuir el desperdicio (NDABA et al., 2022). Por ejemplo, el uso de
nano-fertilizante Zinc desempefia un papel sustancial en la tolerancia de una sequia,
debido a que ayuda aumentar el contenido lipidos, proteina, aminoacidos y clorofilaby
disminuir el estrés oxidativo de las plantas (Ahmadian et al., 2021). Por otro lado, uno
de los problemas de la aplicacién de agroquimicos es que el 0.1% del total de nutrientes
es aprovechado por las plantas del cultivo, mientras que una fraccién de ella es liberado
o se pierde en el medio ambiente (Elsayed et al., 2022). Entonces, con este andlisis se

podria aplicar de manera directa (unas micro-dosificaciones de fertilizantes), ya que las
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concentraciones de NPK en este estudio fueron muy bajas y podria ser muy bien
beneficioso para las plantas de los cultivos.

En consecuencia, el crecimiento de la microalga C. vulgaris cultivadas de forma libre en
los efluentes de aguas residuales va a depender de muchos factores para su desarrollo
como el pH, turbidez, materia organica, T°C, agitacion, nutrientes, intensidad de luz y el
lugar de crecimiento (biorreactores u otros sistemas de cultivos). No sélo estos factores
estdn relacionados con el crecimiento sino también con la capacidad de remocion de la
materia organica DQO y DBO, y de los nutrientes nitrato y fosfato, donde se observé que
la baja limitaciéon del nitrato, no se pudo obtener una remocién alta del fosfato.
Asimismo, el DBO fue afectado por el aumento de valores del DQO debido a la liberacién
de compuestos no degradables como la celulosa y hemicelulosa (principales
componentes de carbohidratos de las microalgas). Por otra parte, los metales pesados
evaluados al final del tratamiento con el agua residual para uso como biofertilizante en
la parte agricola presentaron una ligera superacion de las normativas LMP. Lo cual no se
puede aplicar como biofertilizante como tal, sino realizar pruebas con plantas que
comprueben si realmente funcionen. Finalmente, no hay que dejar caso omiso a los
factores que podrian o no alterar nuestro crecimiento y remocion, de tal modo al tener
un buen control y monitoreo podremos entender el comportamiento con mayor detalle

del cultivo de la microalga C. vulgaris.
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VIl CONCLUSIONES

Se estimé el crecimiento de la microalga C. vulgaris en los tratamientos de aguas
residuales con sistemas de cultivos cerrados (biorreactores) consiguiendo una
concentracién de biomasa y una productividad maxima de 1.199 + 0.16 g/L y 0.417 +

0.061 g/L/d en una dilucién de 21 % durante los 17 dias tratamiento.

Se obtuvo un porcentaje de remocién de DQO de -293.0 %, esto se debid basicamente
a la descomposicién de las microalgas viejas por medio de las bacterias y a la liberacion
de la materia orgdnica luego que las microalgas fijaran el CO,. Mientras que, para la
remocion del DBO fue de 41.9% siendo menor que los demas estudios analizados, esto
se debié al aumento de los valores del DQO donde se hubo una liberaciéon de
compuestos no degradables como la celulosa y hemicelulosa, que son los principales
componentes de carbohidratos de las microalgas. En cuanto a la remocién del P-PO43y
N-NOs fue de 69.13% y -107 592%, respectivamente. Para el valor negativo del nitrato

esto se relacioné con la presencia de bacterias nitrificantes(BN).

El uso como biofertilizante para el riego de cultivo después del tratamiento del agua
residual no se podria utilizar de manera directa, debido a que el andlisis de metales
pesados fue ligeramente superiores a los limites maximos permisibles (LMP) propuesto
por las normativas OMS, FAO, EPA y AEMA. Pero podria ser un buen bioindicador de la

presencia de metales pesados en el agua residual del Distrito de Monzén.
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ViIl RECOMENDACIONES
Realizar el andlisis del pardmetro DQO, Nitrato y Fosfato diariamente para observar
como es el comportamiento de estos componentes mencionados y asi definir los

resultados a analizar de manera precisa y correcta.

Controlar constantemente los parametros de pH y temperatura, ya que estos influyen
en el crecimiento y productividad de la microalga, y en la remocién de la materia
orgdnica presentes en el agua residual. Ademds, emplear que los parametros sean

medidos cada misma hora durante los dias del experimento.

Verificar diariamente la existencia de rotiferos (depredadores de microalgas) en el

microscopio de los medios de cultivos con el agua residual.

Realizar estudios de nano-fertilizantes y microdosificaciéon de fertilizantes para su
utilizacioén directa en los cultivos de las plantas agricolas a través del aprovechamiento
de las aguas residuales domésticas, industriales, ganadera y agricola con el uso de las

microalgas C. vulgaris y Spirulina platensis.

Determinar el rendimiento productivo de los cultivos a mayor escala con el uso de este
biorreactor casero (19L de capacidad) y sacar su mayor utilidad para la produccidn de
biodiesel, bioaceite, bioplastico, biopesticida, biofertilizante, bioestimulante, alimentos

para peces, entre otras.
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X ANEXOS

ANEXO 1
Resultados del Agua residual del Distrito de Monzdn

LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL ORGANISMO PERUANO

DE ACREDITACION INACAL-DA CON REGISTRO N° LE-077 ey
] « e
b H |d ro | a b Informe de Andlisis 2203073 ( _— ::A.,,F,,

Pemwtio NAK - UVT
Cotizacion: 2202079
(FAP-005-01)
Facha Emision Informe: 30-03-2022 17:00
Idantificacion del Cllents

Cliente: JOSEPH ANTHONY AGUILAR MORENO RUC: —_

Direccion: Jr. Las Tradiciones 120 Asoc. Ricardo P@ma, San Juan de Lurigancho — Uma — Lima

Contacto: Joseph Aguflar Telefono: —

N° Musaira: 2203073-1 DRENAJE DE SALIDA

| Matriz: Agua Residual Doméstica

Termino de muestreo: 17-03-2022 10:00 Fecha de Recspcion: 17-03-2022 17:00

| Departamento: Hu3anuco Provincia: Huamalles

Lugar de musstreo: Drenge ge tubena Punto de musstreo: DRENAJE DE SALIDA

Direcclon de muestreo: Distrito de Monzon, provincia Huamalies, -

Instrumento ambiental: —

departamento ce Huanuco

Proyecto: Tratamiento de aguas residuales con & uso de la treado .

microbioiogia C. wulgaris para fa remocion de matena organica M L oo

Tipo de muestreo: Coordenadas: —

Resultados Analtticos
Parametro Resultado LD Referencia Fecha de Analisis
Conauctindad 204,75 pmhoicm 3 25°C SM25108 21-03-2022
Demanca Bioquimica de Oxigeno 35 mgL. <2mg/L.SMS2108 19-03-2022
Demanda Quimica oe Oxigeno 67 mgiL. <S0mg/lL (") SMS220 D 24-03-2022
|NItrato (N-NOs ) 0,04 mgiL. <001 ML SM 4500-NO, E 17-03-2022
| Fostatos 0,175 mgiL. <0,004 mglL| SM 4500-PE 18-03-2022
Solidos Totales 11S mgL <4 mgL SM25408 21-03-2022
Tuwoidez (") 33 NTU <1NTUSM 21308 21-03-2022
pH (4) 6,91 Unidaad ge pH -— SM4500-H+ B 21-03-2022
Notas

[NATNO B8 3pica.

LU LETNIE Q€ DEI2CTIoN.

SM: Standard Methoas for tha Examination of Water ana Wastewater, 23ra. Edition 2017

{4) i resultado dal método de Eﬁ&:zb Indicado se encuentra fuera del aicance de acreditacion 0I0rgaca por INACAL-DA, dedido 2 que 13 muestra no es iion2a para &l ens3yo.
{"1: Los metodos Indicados no han sldo acreditados por el INACAL-DA.

{*: Limite de cuantificacion

Resultados valikdos Gricamente para 1a muestra analzaca.
Prohibida toda reproduccion pancia o totaf de este Informe sin utodzacion del Iaboratorno.
Hidnoad &6 un IaDoratorno de ensayd acrediiado porel organismo peruano de acreditacion INACAL-DA con ragistro N"LE-D77 ; de acuerdo a NTP-150 17028:2017

Raqud Rosales Torres
Responsable de calidad
CiP N® 209612

Tesis publicada con autorizacion del autor
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ANEXO 2
Resultado de la Materia Orgdnica y Nutrientes en el Biorreactor 4

LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL ORGANISMO PERUANO

DE ACREDITACION INACAL-DA CON REGISTRO N° LE-077
INACAL
. e
h H |d r0| a b Informe de Analisis 2203131 = Dhpet

Rogstro N 1E 01y
Cotizacion: 2203031
(FAP-008-01)
Fecha Emision Informe: 11-04-2022 16:00
i ) o Identificacion del Cliente »
Chente: JOSEPH ANTHONY AGUILAR MORENO RUC: —
|Direccion: Jr. Las Tradiciones 120 Asoc. Ricardo Palma, San Juan de Lurigancho — Lima — Lima
Contacto: Joseph Aguilar Teléfono: —
N° Muestra: 2203131-1 BIOREACTOR 4
Matriz: Agua Residual
‘Término de muestreo: 30-03-2022 15:00 Fecha de Recepcion: 30-03-2022 17:15
‘Departamento: Lima Provincia: Uima
Lugar de muestreo: San Juan de Lurigancho Punto de muestreo: BIOREACTOR 4
| Direccion de muestreo: San Juan de Lurigancho - Lima Instrumento ambiental: —
Proyecto: Tratamiento de aguas residuales con el uso de la microalga fa—
| Chorelia vulgaris para la remocion de matena organica - o pos e
Tipo de muestreo: — Coordenadas: ---
Resultados Analiticos
Parametro Resultado LD Referencia Fecha de Analisis
Demanda Bioquimica de Oxigeno 18 mg/L <2mg/lL . SM52108 01-04-2022
Demanda Quimica de Oxigeno 251 mg/L < 50 mg/L (™)}}SM 5220 D 01-04-2022
Nitrato (N-NO;) 4582 mg/lL <0,01 mg/L SM 4500-NC; E 01-04-2022
Fosfatos 0.080 mg/L < 0,004 mg/L. SM4500-PE 04-04-2022
Notas

NA: No se apica,

LD: Limite de Deteccion.

{SM: Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, 23nd. Edition 2017

{4) Bl resultado del metodo de ensayo indicado se encuentra fuera del alcance de acreditacion otorgada por INACAL-DA, debide a que la muestra no =s idonea para el ensayo.
{*): Los métodos indicados no han sido acreditados por el INACAL-DA.

{**): Limite de cuantificacion

Resultados validos Unicamente para ia muestra anaizada.

Prohibida toda reproduccion parcial o total de este informe sin autonzacion del laboratono.
Hidrolab s un laboratorio de ensayo acreditado por &f organismo peruano de acredtacion INACAL-DA con registro N°LE-077 ; de acuerdo a NTP-ISO 17025:2017

Rosales Torres
Responsable de calidad
CIP N° 208612

Tesis publicada con autorizacion del autor
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ANEXO 3
Resultado de la Materia Orgdnica y Nutrientes en el Biorreactor 5

LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL ORGANISMO PERUANO
DE ACREDITACION INACAL-DA CON REGISTRO N° LE-077

INACAL
. : DA - Por
H Id rol a b Informe de Analisis 2203132 @ s v

Regestro W1E - 027

Cotizacion: 2203091

(FAP-009-01)
Fecha Emision Informe: 11-04-2022 11:00
identificacion del Cliente
Cliente: JOSEPH ANTHONY AGUILAR MORENO RUC: -
Direccion: Jr. Las Tradiciones 120 Asoc. Ricardo Palma, San Juan de Lurigancho — Lima — Lima
Contacto: Joseph Aguilar Teléfono: —
N° Muestra: 2203132-1 BIOREACTOR 5
Matriz: Agua Residual
Término de muestreo: 30-03-2022 15:00 Fecha de Recepcion: 30-03-2022 17:15
Departamento: Lima Provincia: Lima
Lugar de muestreo: San Juan de Lungancho Punto de muestreo: BIOREACTOR S
Direccion de muestreo: San Juan de Lurigancho - Lima Instrumento ambiental: —

Proyecto: Tratamiento de aguas residuales con el uso de la microalga

Chorella vulgaris para la remocion de matenia organica lestrasdo poi= Eiiclliiita
Tipo de muestreo: — Coordenadas: —
Resultados Analiticos
Parametro Resultado LD Referencia Fecha de Analisis
Demanda Bioquimica de Oxigeno 21 mglL <2mg/L.SM52108B 01-04-2022
Demanda Quimica de Oxigeno 264 mg/L <50 mg/L (*"))SM 5220 D 01-04-2022
Nitrato (N-NO;) 4375 mglL <D0.01 mg/L SM 4500-NC; E 01-D4-2022
Fosfatos 0,053 mg/L <0,004 mg/L SM 4500-P E 04-04-2022
Notas

NA: No se aplca

LD: Lim#e de Deteccion.

SM: Standard Metheds for the Examination of Water and Wastewater, 23rd. Edition 2017.

(4) B resultado de! metodo de ensayo indicado se encuentra fuera del aicance de acreditacion otorgada por INACAL-DA, debido a que I3 muestra no es idonea para el ensayo.
{*): Los métodos indicados no han sido acreditados por el INACAL-DA

{**): Limite de cuantificacion

Resultados validos nicamente para la muestra analizada. y
Prohibida toda reproduccion parcial o total de este informe sn autonzacion del aboratorio
Hidrolab es un Iaboratorio de ensayo acreditado por & organismo peruano de acredtacion INACAL-DA con registro N°LE-077 ; de acuerdo a NTP-IS0 17025:2017

Tesis publicada con autorizacion del autor
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ANEXO 4
Resultado de la Materia Orgdnica y Nutrientes en el Biorreactor 6

LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL ORGANISMO PERUANO

DE ACREDITACION INACAL-DA CON REGISTRO N° LE-077 AL
i X .
h H |d r0| a b informe de Analisis 2203133 <r :‘:; :’:u

Regwuo WLE - 077

Cotizacion: 2203091

(FAP-009-01)
Fecha Emision Informe: 11-04-2022 11:00
Identificacion del Cliente
Cliente: JOSEPH ANTHONY AGUILAR MORENO RUC: —
Direccion: Jr. Las Tradiciones 120 Asoc. Ricarda Palma, San Juan de Lurigancho — Lima — Lima
Contacto: Joseph Aguilar Teléfono: —
N° Muestra: 2203133-1 BIOREACTOR 6
Matniz: Agua Residual
Término de muestreo: 30-03-2022 15:00 Fecha de Recepcion: 30-03-2022 17:15
Departamento: Lima Provincia: Lima
Lugar de muestreo: San Juan de Luriganche Punto de muestreo: BIOREACTOR 8
Direccion de muestreo: San Juan de Lungancho - Lima Instrumento ambiental: —
Proyecto: TraFam»ento de aguas rgsvduale; con e.l uso de la microalga Muestreado por: £l ciente
Chorella vulgaris para la remocion de matena organica
Tipo de muestreo: — Coordenadas: —
Resultados Analiticos
Parametro Resultado LD Referencia Fecha de Analisis
Demanda Biogquimica de Oxigeno 24 mg/L <2mglL/SM521C B 01-04-2022
Demanda Quimica de Oxigeno 274 mg/L <50 mg/L (*"))SM 5220 D 01-04-2022
Nitrato (N-NO;) 308,56 mg/L <0.01 mg/L SM 4500-NO; E 01-04-2022
Fosfatos 0.050 mg/L < 0.004 mg/L SM 4500-P E 04-04-2022
Notas

NA: No se aplca.

LD: Limite de Deteccion.

SM: Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, 23rd. Edibon 2017.

(4) B resultado del metodo de ensayo indicado se encuentra fuera del alcance de acreditacion otorgada por INACAL-DA, debido a que la muestra no es idonea para el ensayo.
{*): Los métodos indicados no han sido acreditados por el INACAL-DA

{**): Limite de cuantificacion

Resultados validos (nicamente para la muestra anafizada. )
Prohibida toda reproduccion parcial o total de este informe sin autorzacion del aboratonio.

Hidrolab es un iaboratorio de ensayo acreditade por &l organismo peruano de acreditacion INACAL-DA con registro N°LE-077 ; de acuerdo a NTP-ISO 17025:2017

Rosales Torres
Responsable de calidad
CIP N® 208612

Tesis publicada con autorizacion del autor
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ANEXO 5
Resultado de Macronutrientes NPK de fertilizante orgdnico liquido

INFORME DE ENSAYO

IE-310322-01
1. DATOS DEL CLIENTE
1.1 Cliente - JOSEPH ANTHONY AGUILAR MORENO
12 DNI o 73658117
2. FECHAS
21 Inicio o 31de Marzo de 2022
22 Finalizacion © 12 de Abril de 2022
23 Emisiondeinforme : 13 de Abril de 2022

3. CONDICIONES AMBIENTALES DE ENSAYO
3.1 Temperatura o 202°C
32 Humedad Relativa : 54%

4. ENSAYO SOLICITADO Y METODO UTILIZADO

41 Ensayosolicitado/ : Ver6.1
Método utilizado

5. DATOS DE LAS MUESTRAS ANALIZADAS

Tabla N°1: Datos de las muestras

Codigo de

Cabarsdorio Tipo de Muestra Descripcion

Descripcion: Andlisis de Fertilizante Liquido

S3504 Fertiizante Hora: 11:00 am - Fecha: 31103122

6. RESULTADOS
6.1. Resultados Obtenidos
Tabla N°2: Resultados Obtenidos

Parametro Unidad Método de Ensayo R?g}gf
i, N %phv Kjeldahl <001
Fésforo Total, P20s %ol UV-Visible 0.04
Potasio, K20 %piv Absorcion Atomica <0.01

—  Los Resuitados pertenecen a las muestras enfregadas al laboratorio
— Queda prohibida la copia parcial de este informe sin el ntimiento por escrito de SISTEMA DE SERVICIOS Y

ANALISIS QUIMICOS SAC.
""""""" 0 VERGARAY DTARRIGO
/ quimico
caP. 1337 i
INFORME DE ENSAYO IE-310322-01 Pagina 1 de 2

Calle 22 Urb. VIPOL NARANJAL MZ ELT 07, SAN MARTIN DE PORRES LIMA. — Teléfono 721 6212 — Cel: 949494763
www.slabperu com - contacto@slabperu.com
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ANEXO 6
Resultado de metales pesado del fertilizante orgdnico liquido

, | Q SISTEMA DE SERVICIOS Y ANALISIS
) b QUIMICOS S.A.C. SLAB

Laboratario de enseyo e invastigacion

6.2. Resultados Obtenidos de Metales Pesados

Tabla N°3: Resultados Obtenidos de Metales Pesados

= . , Resultado
Parametro Unidad Metodo de Ensayo 5.3504

Plomo, Pb mg/L 1%

Cadmio, Cd mglL : : s

Espectroscopia de Emision
Cromo, Cr mg/L Atomica con Plasma de 131
Niquel, Ni Acoplamiento inductivo 227
s e - m (ICP-OES)
Arsénico, As mg/L Q0
Mercurio, Hg mgiL bincul

—  Los Resultados pertenecen a las muestras entregadas al laboratorio
—  Queda prohibida la copia parcial de este informe sin el consentimiento por escrito de SISTEMA DE SERVICIOS Y
ANALISIS QUIMICOS SAC.

FIN DEL DOCUMENTO
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