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Resumen

Se evalud el efecto de efluentes municipales en el crecimiento de la microalga
Scenedesmus acutus asi como la capacidad de asimilar nutrientes (N y P), la
generacion de oxigeno y la reduccion de la carga bacteriana presente en dicho
efluente. Las tasas de crecimiento mas altas fueron determinadas en diluciones de
60% en el dia seis y 80% en el dia siete con valores de 0,5074 y 0,4349,
respectivamente, en comparacion con los controles que alcanzaron valores de
0,2696 el dia siete. La generaciéon de oxigeno fotosintético elimina o reduce en gran
medida la poblacién bacteriana, especialmente los coliformes fecales de 130 000 a
menos de 1,8 MPN mL™ estimado en 99,99% de tasa de eliminacién. En cuanto a
los altos valores iniciales de la DBO (60 mg L) y COD (36 mg L), debido a
procesos de degradacion de materia organica presentes en el efluente municipal,
llagan a ser insignificantes debido al oxigeno fotosintético producido (9,5 mg L)
durante el crecimiento de Sc. acutus. También, pese a las bajas concentraciones
de nitrégeno y fésforo en el efluente, los mayores crecimientos observados pueden
deberse al uso de las sustancias quimicas liberados por bacterias muertas y que las
algas las utilizan como fuentes de nitrégeno y carbono organicos, considerandose
a los cultivos Sc. acutus como un excelente método para tratar aguas residuales
municipales.

Palabras clave: Scenedesmus acutus, cenobios, crecimiento algal, efluentes
municipales.
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Abstract

The effect of municipal effluents growth microalga Scenedesmus acutus well as the
ability to remove nutrient, oxygen generation and reducing the bacterial load present
in such effluent was evaluated. The highest rates of growth were determined in
dilutions of 60% on day 6 and 80% in the seven days with values of 0,5074 and
0,4349, respectively, compared to the controls reached values of 0,2696 on day 7.
The generation of photosynthetic oxygen removed and or greatly reduces the
bacterial population, especially fecal coliforms of 130 000 to less than 1,8 MPN/mL
estimated at 99,99% removal rate. Regarding high BOD (60 mg L) and COD (36
mg L) due to degradation processes of organic matter present in municipal effluent,
are negligible for the photosynthetic oxygen produced (9,5 mg L) during growth of
Sc. Acutus. Also, despite the low concentrations of nitrogen and phosphate in the
effluent, the highest growth observed may be due to use of the chemicals released
by dead bacteria and algae used as sources of nitrogen and organic carbon, by what
arises crops Sc. acutus as an excellent method to treat municipal wastewater.

Keywords: Scenedesmus acutus, cenobio, algal growth, municipal effluents.



CAPITULO |
PROBLEMA DE INVESTIGACION
1.1.Planteamiento y fundamentacién del problema de investigacion

La Organizacion Mundial de la Salud considera que en América Latina sélo el
10 % de las aguas residuales colectadas en alcantarillados reciben algun
tratamiento antes de ser dispuestas en los cuerpos de agua, tales como rios y
mares, representando alrededor de 400 m® s de desagiies contaminantes que
constituye importante vector en la transmision de parasitos, bacterias y virus
patogenos (WHO/EMRO, 1987). Asimismo, como consecuencia de la escasez de
agua, Bartone (1990), menciona el uso de aguas residuales en la agricultura,
estimado en cerca de 500 000 ha, ocasionan problemas de salud y de
contaminacion ambiental, requiriéendose incrementar el tratamiento y tecnificar su
redso, mediante protocolos sanitarios, con fines agricolas que permitiria ampliar la
frontera agricola, especialmente en zonas desérticas (Moscoso & Florez, 1991), con
los beneficios de produccion de biomasa algal destinado a la obtencion de
sustancias quimicas de interés economico (proteinas, lipidos, pigmentos, etc.) y

creacion de puestos de trabajo.

En el Perd, especialmente en Lima, existen 41 plantas de tratamiento de aguas
residuales que procesan alrededor de 3,18 m3 s, que representa el 17 % del total
de emisiones de efluentes, cuyo total estimado es de 18,85 m® s' y que se dejan
de tratar aproximadamente 15,67 m3 st que representa importante fuente de

contaminacion del ambiente acuatico (Moscoso, 2011).

En Chimbote, se estima que 37% de las aguas residuales son tratadas en las
denominadas “lagunas de oxidacion” (Las Gaviotas, Villa Maria y Laguna Centro
Sur A) que obviamente no es suficiente, por eso son vertidas, sin tratamiento alguno
a la bahia “El Ferrol”, cuyas emisiones han aumentado desde 0,17 m3 s! en 1981
a 0,45 m3s?ten 1998, y en mayo del 2005 se reporté 0,50 m3 s, (IGA-EPS, 2006).
Esta situacion amerita la aplicacion de alguna medida de control o remediacion por
las implicancias negativas en la salubridad del ambiente acuatico y la salud de la

poblacion.
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En agua residuales de lagunas de estabilizacion, Moscoso (1999), refiere que
la presencia de una gran biomasa de algas azul verdes o cianobacterias conforman
entre el 90 % y 95 % de las algas existentes, lo que podria explicar la reduccién de
las algas verdes y flageladas que normalmente conforman el fitoplancton que al
concentrarse en la superficie, limitan la penetracion de luz al resto de la columna de
agua; sin embargo, las algas verdes (Scenedesmus, Chlorella y Ankistrodesmus) y

las flageladas (Chlamydomonas) son las especies dominantes.

La presencia de diferentes microalgas en aguas contaminadas es un indicador
bioldgico que refleja el estado en el que se encuentra dicho ambiente, ya que la
presencia de diferentes elementos quimicos permite su establecimiento vy
crecimiento poblacional; en tal sentido la presencia y desarrollo de Scenedesmus
sp con agua residual filtrada sugiere la expresion de una estrategia fisioldgica, aun
en presencia de otros microorganismos asociados, por lo que se les puede utilizar
eficientemente en la remocién de nutrientes de aguas residuales a aire libre (Bich
et al., 1999). El tratamiento de aguas residuales mediante el uso de microalgas
implica la generacion de biomasa algal y la obtencion de efluentes de adecuada
calidad para fines agricolas, adicionalmente, la generacion de oxigeno fotosintético

favorecera la regeneracion de otros sustratos elementales en el agua.

La principal ventaja de las microalgas, especialmente Chlorella sp y
Scenedesmus sp, utilizadas en el tratamiento de aguas residuales urbanas es su
gran capacidad de asimilacion de elementos contaminantes, llegando a remover
nitrégeno y fosfato, entre 44,0 % y 48,7 %; y con una DQO entre 54,8 % y 55,8 %

en condiciones al aire libre (Chacon et al., 2006).

Las aguas residuales contienen una amplia gama de compuestos organicos e
inorganicos que permiten sostener el metabolismo de microalgas y que la
produccion de oxigeno fotosintético incorpora compuestos residuales de oxidacién
al medio acuatico, con lo que se genera un proceso depurativo eficaz (Khowaja,
2000; Riquelme & Avendafio, 2003).
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1.2. Antecedentes de la investigacion

Las aguas residuales domésticas, por su volumen y contenido de compuestos
de nitrégeno y fésforo, organismos patdgenos (parasitos, bacterias y virus) y otras
sustancias, afectan la calidad de los cuerpos receptores (rios, lagos, acuiferos,
aguas costeras y otros) y por ende la salud de la vida acuatica y terrestre. El
tratamiento de estas aguas depende de las condiciones locales y necesidades de
cada poblacién, donde se aplica conocimientos cientificos y legales (Metcalf & Eddy,
1995), de tal manera que se logre proteger a los cuerpos de agua receptores y su

ecosistema, y que mitiguen el impacto negativo al medio ambiente (Mara, 2004).

En las grandes ciudades donde coexisten viviendas, fabricas, oficinas y diversos
servicios, se aplican tratamientos a las aguas del sistema de alcantarillado, aguas
residuales industriales y agua de lluvia, mediante la aplicacién de lodos activados
(proceso bioldgico) en la mayoria de las plantas de tratamiento de agua residual
doméstica, y en pozas de oxidacion, como alternativa a pequefia escala (Crites &
Tchobanoglous, 2000).

La contaminacion del agua es mas dramatica debido a la predominancia de
sistemas de alcantarillado combinados (aguas residuales domesticas con aguas
lluvias) y la potencial mezcla con aguas residuales industriales aportadores de
constituyentes no convencionales (organicos refractarios, organicos volatiles,
tensoactivos, metales, solidos disueltos) o emergentes (medicinas, detergentes
sintéticos, antibidticos veterinarios y humanos, hormonas y esteroides, etc.), en la
qgue los riesgos asociados con estas Ultimas sustancias constituyen la mayor
amenaza para la salud publica a largo plazo y de mas dificil manejo que el riesgo
causado por los agentes patdgenos (Mara & Carnicross, 1990; Metcalf & Eddy,
2003). Esta situacion es mas complicada por cuanto las descargas de las aguas
residuales directamente, sin considerar las condiciones del medio donde se vierten
(suelo, rios, lagos y mares), es el método de evacuacién mas comudn en la mayoria
de ciudades de los paises pobres sin respetar las regulaciones municipales o los
estandares de calidad para el agua de riego, constituyendo problemas ambientales

y riesgos para la salud (Von Sperling, 1996).
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Las aguas residuales son ricas en una amplia gama de compuestos organicos
e inorgénicos, que permiten sostener el metabolismo de ciertos microorganismos
fotosintéticos y donde la digestion aerobia de la materia organica, mediada por
bacterias se mantienen gracias al oxigeno producido por la microalgas, las cuales
incorporan los compuestos residuales de oxidacidbn y generan un proceso

depurativo eficaz (Khowaja, 2000; Riquelme & Avendarnio, 2003).

Las microalgas tienen la capacidad de biotransformar cantidades apreciables
de nitrogeno y fosforo durante su crecimiento (Kwang-Yong & Choul-Gyun, 2002),
eliminan y/o reducen microorganismos patdgenos, metales pesados y compuestos
organismos téxicos mediante procesos aerobios y anaerobios (Choonawala &
Swalaha, 2002; Hanuk & Choul-Gyun, 2002). El uso de microalgas, como
biosistema alternativo, en el tratamiento de las aguas residuales, se debe a que
absorben metales y aceleran la inactivacion de bacterias patdogenas durante su
crecimiento (Abalde et al., 1995; Lau et al., 1995; Tam & Wong, 2001).

Las microalgas son generalmente organismos autétrofos, es decir, que obtienen
la energia de la luz solar y se desarrollan a partir de materia organica; sin embargo,
algunas especies son capaces de crecer en compuestos organicos como fuente de
energia o de carbono (Basurto, 1994; Merino, 1999; Sheets et al.,, 2014) y son
susceptibles de ser cultivadas masivamente al aire libre. Los géneros Chlorella y
Scenedesmus, asi como algunas especies del grupo de las cianobacterias, se usan
en el tratamiento de diferentes tipos de aguas residuales, donde destacan las
provenientes de plantas de tratamiento convencionales (Lavoie & De la Noue, 1985;
Tam & Wong, 1989), de origen industrial (Gonzéalez et al., 1997), y las derivadas de
excretas animales (Baumgarten et al., 1999). Las microalgas, ofrecen informacién
sobre la calidad del agua y son indicadores ecolégicos que destacan por su
sensibilidad a los efluentes industriales (Gémez & Ramirez, 2004) y la capacidad de
degradar contaminantes organicos, asi como oxidar estos compuestos a CO:
(Pieper & Reineke, 2000).

También se han desarrollado sistemas de tratamientos de aguas con microalgas

para la produccion de biomasa y metano (Ugwu & Aoyagi, 2008); sin embargo, este
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sistema no ha prosperado debido a la gran superficie de terreno que necesitay a la
utilizacién de otros sistemas de tratamiento como el de lodos activados (MALGAS,
2014). Asimismo, Moscoso & Florez (1991), consideran que el tratamiento de las
aguas residuales municipales para su aprovechamiento en actividades
agropecuarias esta contribuyendo a elevar la cobertura del tratamiento de las aguas
residuales en América Latina, por medio de tecnologias apropiadas para la

remocién de organismos patdgenos y de materia organica.

Hutchins et al. (1986), sostienen que los métodos bioldgicos son mas eficientes,
rapidos y economicos que los métodos quimicos y pueden aplicarse a aguas
residuales con bajas concentraciones de iones metdlicos; asimismo, los métodos
biolégicos minimizan la generaciéon de desechos toxicos y permiten la recuperacion
del metal, lo que significa un ahorro econémico (Wase & Foster, 1997). Estos
meétodos se realizan en el sitio de contaminacién y causan el minimo de alteracion
alrededor del &rea tratada, a diferencia de los métodos quimicos que provocan gran
cantidad de residuos después del tratamiento (Volesky, 1999).

En los problemas de contaminacion ambiental y reciclaje de residuos, se
comprueba que las microalgas desempefian un papel importante en la
transformacién de la materia organica e inorganica de las aguas residuales en

biomasa y agua tratada que se utiliza para riego (Shelef et al., 1978).

Ademas, las microalgas son cultivadas bajo condiciones de iluminacion solar o
artificial en el caso de microalgas autétrofas y en la oscuridad en especies de
metabolismo heterétrofo, aunque la mayoria de las producciones en masa son bajo
condiciones fotosintéticas. Especies con metabolismo heterétrofo en completa
oscuridad, utilizan el carbono organico como fuente energética (Vera & Gonzélez,
2001; Brennan & Owende, 2010; Singh et al. (2011).

Desde el punto de vista de la nutricion heterotréfica de las microalgas, Andrade
et al. (2009), evaluaron el crecimiento, remocion de nutrientes y materia organica,
por la microalga Scenedesmus sp en aguas residuales provenientes de restos del
procesamiento de pescados, y reportan eficiencias de remocion de 94,44 % para

amoniaco, de 77,54 % para fosfatos y de 35,59 % para materia organica; y la
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biomasa seca microalgal presento 24,41 % de proteina y niveles de grasa de 2,47
%, la que podria ser complemento de la nutricion animal. De igual manera, Méndez
et al. (2010), evaluaron el crecimiento de Scenedesmus quadricauda en efluentes
cloacales diluidos al 25 %, 50 % y 75% y demostraron disminucion de amoniaco,
fosforo, fosforo total, DBOs y DQO, lo que confirma la efectividad de la microalga en

la remocion de nutrientes en aguas residuales de naturaleza organica.

Asimismo, Romero (2011), demostré6 que los cultivos de Chlorella sp en
residuos organicos pesqueros bajo adecuadas condiciones de luz y temperatura
disminuye la DBO de 95 % a 85 %. Zhang et al. (2012) logré la eliminacién completa
del nitrégeno amoniacal y de fésforo procedente de efluentes domésticos
secundarios, mediante el cultivo de Chlorella sp aislada de las aguas residuales

municipales e inmovilizado en alginato de calcio.

Saenz et al. (2003) demostraron la reduccion del impacto en el sistema acuatico
receptor al evaluar la fitotoxicidad de efluentes industriales sobre las clorofitas Sc.
quadricauda y Raphidocelis subcapitata. Asimismo, Sc. acutus acumula mas lipidos
cuando es cultivada en agua residual contaminada y la biomasa se incrementa en

relacion directa con la concentracion de nutrientes (Sacristan et al., 2014).

Los cultivos masivos de microalgas se realizan en zonas no aptas para los
cultivos tradicionales y alcanzan altas tasas de crecimiento (0,5 a 1,2 d*) (Chisti,
2007; Flynn et al., 2010); sin embargo, sus altos costos debido al uso de agua no
contaminada, fertilizantes e inyeccion de CO2 reducen su atractivo como tecnologia
(Chen et al., 2011), por lo que el uso de aguas residuales municipales, agricolas y
ganaderos son alternativas de cultivo para minimizar estos inconvenientes. La
integracion de los efluentes industriales y/o municipales y los cultivos de microalgas
posibilita la obtencién de un efluente de alta calidad y lo mas importante es generar

biomasa algal util para producir biodiesel o biogas (Sydney et al., 2011).

El cultivo de Scenedesmus sp como una alternativa para tratar biolégicamente
aguas negras con alto contenido de materia organica y efluentes cloacales (Chacon
et al., 2006), posibilita la obtencién de subproductos con un costo de produccion
bajo. (Romero et al., 2001; Romero et al., 2000; Suarez & Romero, 1990; Suarez et
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al.,, 1992; Olvera et al., 2000). Las microalgas crecen en aguas residuales
municipales porque utilizan los elementos quimicos que contienen y reducen la
carga bacteriana anaerdbica, lo que permite reducir los impactos ambientales

negativos que actualmente ocasionan estos efluentes.

La presencia y persistencia de la flora bacteriana propia de los efluentes
municipales muestran rapida reaccion a los cambios de pH y de oxigeno; en tal
sentido, el bajo oxigeno disuelto (0,50 mg/L de O2) encontrado en efluentes
cloacales de la ciudad de Trelew, y el pH disminuido (7,87) influyen en la
proliferacion de bacterias productoras de sulfuro. A través de un ensayo se obtuvo
una baja del 99% en los valores del sulfuro en los cultivos con la microalga
Scenedesmus quadricauda respecto al valor inicial del agua residual (1,645 mg/L
sulfuro) (Méndez et al., 2010); demostrando que la inoculacion microalgal resultd
ser efectiva en la generacion del oxigeno necesario para la presencia de bacterias

aerdbicas que degradan la materia organica (Oswald, 1988).

Algunas especies de algas, tales como los géneros Chlorella, Scenedesmus y
Spirulina, tienen aspectos beneficiosos para los animales, mejoran la respuesta
inmune, la infertilidad, el control de peso, producen una piel mas sana y un pelo
brillante (Spolaore et al., 2006; Brennan & Owende 2010; Mendoza et al., 2011).

Los géneros Chlorella, Ankistrodesmus, Scenedesmus, Euglena,
Chlamydomonas, Oscillatoria, Micractinium, Golenkinia, Phormidium,
Botryococcus, Spirulina, Nitzschia, Navicula y Stigeoclonium han sido registrados
en aguas residuales desde distintas procedencias (Borowitzka 1999; Rawat et al.,
2011; Abdel-Raouf et al., 2012). Varias de éstas son comercialmente interesantes
para la alimentacibn humana y/o animal, la obtencion de biocombustibles, aceites

esenciales, pigmentos, entre otros usos (Borowitzka 1999, Harun et al., (2010).

Park et al. (2011), mencionan que, las microalgas en un cultivo para
fitorremediacion deben cumplir con 3 condiciones: alta tasa de crecimiento; alta
tolerancia a la variacion estacional y diurna si es un sistema abierto; y buena
capacidad para formar agregados para una cosecha por simple gravedad. Asi
mismo, Martinez (2008), Park et al., (2011) y Abdel-Raouf et al., (2012) aducen que
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los altos niveles de componentes celulares valiosos (por ejemplo, lipidos para

generacion de biodiesel) también podrian ser deseables.

Sin embargo, en el caso de Scenedesmus, por las condiciones de cultivo
pueden formar varias células en mdultiplo de 2 en un proceso conocido como
autoporulacion. El proceso de multiplicacion, las células crecen y se dividen en
funcion exponencial del tiempo, en este periodo ningln nutriente ni la luz son
factores limitantes para la multiplicacién de las células (Lee & Shen (2004); Becker
(1994) y Romo (2002) manifesté que para comprender de mejor manera los
sistemas de cultivo, en primera instancia se debe conocer los conceptos del ciclo
de crecimiento en las microalgas, lo cual esta caracterizado por presentar distintas
fases como: Fase Lag o fase de adaptacién, fase Log o fase exponencial, fase de
declinacion relativa de crecimiento y la fase estacionaria; que obviamente por
razones de incrementos poblacionales o de generacion de biomasa algal, la fase

del crecimiento logaritmico es la més importante.

Scenedesmus sp puede encontrarse solitaria 0 en parejas formando cenobios;
asi mismo, tiene la capacidad de soportar elevadas concentraciones de nutrientes
contenidos en las aguas residuales, poseer actividad metabodlica elevada y
capacidad de resistir variaciones ambientales lo que la hacen sobrevivir y ser un

género comun de aguas residuales (Andrade et al., 2009).

Scenedesmus sp Posee de 2 a 4 cenobios, dispuestos en linea o en forma
alterna (zig-zag), con las células arregladas en 1 o 2 filas. Células de color verde,
de 3-5um de ancho, 11-16um de largo y forma de huso. Esta especie se identificd
en los medios de cultivo de los rios de la cuenca del rio Grande de Térraba. Uno de
los géneros mas ampliamente distribuidos en todo tipo de ambiente incluyendo las

zonas tropicales (Shubert 2003).

Asimismo, los cultivos algales mantenidas en apropiadas condiciones
medioambientales y abastecidas con todos los nutrientes en cantidades no
limitantes, el tamafio y biomasa de las células individuales aumentan con el tiempo

denominado crecimiento de biomasa, y el crecimiento poblacional esta referido al
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aumento del numero de células mientras que el tiempo de duplicacion (TD) es el
tiempo requerido para duplicar el nUmero de células (Yuan-Kun & Hui (2004), en tal
sentido, durante la fase de crecimiento exponencial, la tasa de crecimiento de las
células es proporcional a la biomasa de las células, expresandose la tasa especifica

de crecimiento (i) como la fraccion del incremento en biomasa en unidad de tiempo.

La iluminacion de los cultivos algales es de suma importancia por su activa
participacion en la fotosintesis, sin embargo, altas intensidades luminosas
ocasionan el evento conocido como fotoinhibicion que es la inhibicion del
crecimiento por descenso de la capacidad fotosintética implicando la destruccion de
pigmentos fotosintéticos (Gonzéalez, 2000) ocasionando la muerte de los cultivos.
Por lo tanto, es recomendable controlar la intensidad y calidad luminosa de los
cultivos algales a fin de asegurar adecuados crecimientos y aprovecharlos en el
tratamiento de las aguas residuales por las siguientes ventajas:1) mejora la calidad
del efluente, 2) aprovechamiento de nutrientes,3) generacién de oxigeno, 4)
remocion de nitrégeno y fosforo, 5) aumento del pH que incrementa la precipitacion
de sales diversas, 6) disminucion de la demanda biolégica de oxigeno que favorece
la oxidacion de la materia organica y su efecto bactericida,7) recuperacion del CO:
liberado y 8) alto rendimiento en la bioconversién de la energia solar (4 y 8%)
respecto a la cafia de azucar y sorgo (Kojima & Lee, 2001).

Los efluentes o aguas residuales industriales y municipales requieren ser
tratadas segun la actividad industrial por la variabilidad de sus efluentes, en tal
sentido, las caracteristicas de los efluentes municipales varian en funcion al tiempo
y la distancia recorrida antes de ser depositadas en las lagunas de oxidacién o en
el litoral marino costero local, destacando el color gris o negro malolientes por la
formacion y liberacion del acido sulfhidrico, conteniendo, ademas, sodlidos
suspendidos, compuestos organicos biodegradables y microorganismos patdgenos
(Valdez & Vazquez, 2003).
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1.3.Formulacion del problema de investigacion

¢, Cual es el efecto del cultivo de la microalga Scenedesmus acutus en la
remocién de nutrientes y de carga bacteriana a diferentes diluciones de aguas

residuales municipales del distrito de Chimbote - Ancash?
1.4. Delimitacion del estudio

La creciente contaminacion de los ambientes acuaticos, especialmente del
litoral marino de Ancash, como consecuencia de los vertidos directamente, sin
tratamiento alguno de las industrias (pesqueras, agricolas, siderurgica, etc.) y
principalmente de los efluentes municipales, requiere desarrollar metodologias o

sistemas de tratamientos (fisico, quimicos, bioldgicos) de remediacion.

Indudablemente, las microalgas han demostrado gran habilidad en la solucién
de los problemas derivados de la contaminacion ambiental y reciclaje de residuos,
debido a su facilidad para biotransformar la materia organica e inorganica, contenido
en los efluentes municipales, para producir biomasas algal y con las ventajas de
generar efluentes limpios o libres de contaminantes para riego o consumo humano,
previa potabilizacion, eliminacion de la carga bacteriana anaerdbica, responsable
de enfermedades, y las posibilidades de producir lipidos para la obtencién de
biocombustible a bajo costo; es decir, caben las posibilidades de obtener beneficios

medioambientales y econdmicos mediante el uso de las aguas residuales.

En el presente estudio de la microalga clorofita Scenedesmus acutus es
empleada en el tratamiento solo de efluentes municipales que desembocan en la

zona costera del distrito de Chimbote (Ancash).
1.5. Justificacion e importancia de la investigacion

La falta de plantas para el tratamiento de aguas residuales municipales e
industriales, o el tratamiento previo de ellas, ha conllevado a la alta contaminacion
de la bahia “El Ferrol”, esta falta de interés en el tratamiento de las aguas residuales
ha generado el malestar socio-econémico de la poblacion chimbotana permitiendo
que diferentes actividades econdmicas que favorecieron el crecimiento y desarrollo

de Chimbote, hayan decaido enormemente. El tratamiento de las aguas residuales
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es una cuestion prioritaria ya que es importante disponer de agua de calidad y en
cantidad suficiente, para permitir mejora del ambiente, la salud y la calidad de vida
(Romero et al., 2009).

Experiencias relacionadas con el tratamiento de las aguas polucionadas por las
actividades antropicas (industriales, agricola, pesqueras, etc.) cobran especial
importancia por la necesidad cada vez mayor de preservar los recursos hidricos.
Los altos niveles de agresiéon sobre el medio ambiente terrestre y marino, por los
vertidos de la industria pesquera (Jarez, 2009) y, el incremento de las aguas
residuales municipales por el aumento poblacional, hacen urgente la

implementacion de mecanismos que permitan su reutilizacion (Salazar, 2009).

La capacidad de las microalgas de asimilar diferentes contaminantes de los
cuerpos de aguas polucionados es una alternativa de tratamiento, para una eficiente
bioconversion en la utilizacion y eliminacion de materia organica, que se traduce
normalmente en generacion de biomasa, mejorando la calidad del efluente y
aumentando la concentracion de oxigeno (Gonzales, 2006). Ademas, el tratamiento
de las aguas residuales es prioritaria a nivel mundial, por la necesidad de disponer
de suficiente cantidad de agua de buena calidad y mejorar las condiciones
ambientales, la salud y la calidad de vida (Romero et al., 2009), al remover la materia
organica y solidos suspendidos que influye directamente sobre la estructura de
algunos compuestos, como nitrégeno en forma de proteinas (Silva et al., 2008).

Segun las caracteristicas nutricionales, las microalgas se pueden cultivar de
manera fotoautotrofa, fotoheterétrofa, heterdtrofa o en condiciones de mixotrofia.
Brennan & Owende (2010) consideran que la produccion fotoautoétrofa es el mejor
meétodo de produccidon rentable y econdmica de microalgas a gran escala; sin
embargo, las microalgas utilizadas para el tratamiento de aguas residuales recurren
a la nutricion heterotroéfica por su habilidad de metabolizar eficientemente sustratos
organicos, de tal manera que la eliminacion del nitrégeno y fosforo entre otros, las
convierte en una posibilidad real para la eliminacion de estos nutrientes de las aguas
residuales, demostrandose que en la eliminacién del fosforo pueden ser tan

eficientes como en el tratamiento quimico convencional (MALGAS, 2014).
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La produccion masiva de microalgas se desarrollé en Alemania durante la
Segunda Guerra Mundial, para la produccion de lipidos (MALGAS, 2014); y su uso
en la depuracion de aguas residuales se realiza en Estados Unidos de
Norteameérica, desde los afos cincuenta (Oswald, 1957), donde se utiliza cultivos
masivos de microalgas para el tratamiento de aguas residuales y produccion de

biomasa (Lau et al., 1995) y metano (Ugwu & Aoyagi, 2008).

También Moscoso & Flérez (1991), mencionan que el tratamiento de las aguas
residuales municipales son aprovechadas en actividades agropecuarias desde hace
20 afnos con la finalidad de optimizar el uso de estos tratamientos mediante
tecnologias apropiadas que permitan la remocion de organismos patdgenos y de
materia organica. En consecuencia, a través de la presente investigacion se utiliza
la microalga Sc. acutus para disminuir la carga microbiolégica y de nutrientes (N, P)
qgue de hecho presenta el agua de la bahia “El Ferrol” como Unico receptor de las

aguas emitidas por la poblacion del distrito de Nuevo Chimbote.

1.6. Objetivos de la investigacion
Objetivo general

Evaluar el efecto del cultivo de la microalga Sc. acutus en la remocién de
nutrientes y de carga bacteriana a diferentes diluciones de aguas residuales

municipales del distrito de Chimbote — Ancash.

Objetivos especificos

- Determinar la densidad poblacional, tasa de crecimiento y tiempo de
duplicacién diaria de Sc. acutus cultivada a diferentes diluciones de las aguas

residuales municipales de Chimbote, Ancash.

- Determinar la DBO y DQO del efluente municipal del distrito de Chimbote,

Ancash.

- Determinar el efecto del cultivo de la microalga Sc. acutus en la remocion de
nutrientes (N y P) a diferentes diluciones de aguas residuales municipales del

distrito de Chimbote, Ancash.
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- Determinar el efecto del cultivo de la microalga Sc. acutus en la remocion de
carga bacteriana a diferentes diluciones de aguas residuales municipales del
distrito de Chimbote, Ancash.
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CAPITULO I
MARCO TEORICO
2.1. Fundamentos tedricos de la investigacion

La preocupacion por el medio ambiente no debe basarse en la utilizacion de
recursos naturales ni en la generacion de residuos. Eso es algo natural e inevitable,
y comun a cualquier especie de ser vivo. Los problemas ambientales surgen, en
cualquier caso, de una contradiccién entre el ritmo de los ciclos biogeoquimicos, y
el ritmo de los ciclos de la produccion humana, para un nivel determinado del

desarrollo de las fuerzas productivas (Tommasino et al., 2005).

La alteracién de la tierra por el hombre es consubstancial con su crecimiento.
Entre un tercio y la mitad de la mitad de la superficie del suelo ha sido transformada
por la accién humana, la concentracion del diéxido de carbono en la atmosfera se
ha incrementado en aproximadamente 30% desde el comienzo de la revoluciéon
industrial; mas nitrégeno atmosférico es fijado por la humanidad que por cualquier
otra fuente natural combinada; mas de la mitad del agua fresca accesible en la
superficie es usada por la humanidad; y cerca de un cuarto de las especies de aves
de la tierra han sido conducidos a la extincion. Mediante estos y otros indicadores,
esta claro que vivimos en un planeta dominado por el ser humano (Vitousek et al.,
1997).

La sostenibilidad es un paradigma para pensar en un futuro en el cual las
consideraciones ambientales, sociales y econdmicas se equilibran en la basqueda
del desarrollo y de una mejor calidad de vida. Estos tres ambitos —la sociedad, el
medio ambiente y la economia— estan entrelazados. Por ejemplo, una sociedad
préspera depende de un medio ambiente sano que provea de alimentos y recursos,

agua potable y aire limpio a sus ciudadanos (UNESCO, 2012).

Histéricamente, el desarrollo de los pueblos ha transitado por varios escenarios
o paradigmas, desde aquellos desarrollistas basados en la generacion de bienes y

riquezas hasta las actuales que consideran las propuestas holisticas que incluyen
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la proteccion del medio ambiente. En tal sentido; segun la UNESCO (2012), el
paradigma de la sostenibilidad constituye un cambio importante desde el paradigma
anterior del desarrollo econémico con sus nefastas consecuencias sociales y
ambientales, que hasta hace poco tiempo eran consideradas como inevitables y
aceptables. Sin embargo, ahora comprendemos que estos graves dafios y
amenazas al bienestar de las personas y del medio ambiente como consecuencia
de la busqueda del desarrollo econdmico, no tienen cabida dentro del paradigma de
la sostenibilidad. Actualmente, la galopante crisis ecologica conducentes a la
alteracion notoria de las naturales condiciones del habitat de animales, vegetales y

humanos pone en serio riesgo el futuro de nuestra propia existencia.

El concepto de desarrollo sustentable como objetivo presume dos cosas:
primero, implica que también hay objetivos y caminos de desarrollo-por supuesto,
se suponen aquellos puestos en practica, que no pueden perdurar por largo plazo
por amenazar tarde o temprano las bases ecoldgicas de la tierra y; segundo, el
“desarrollo” bajo ningun criterio se abandona como objetivo, y para que el concepto
no sea contradictorio consigo mismo, un desarrollo diferente al que hemos tenido
hasta ahora, un desarrollo sustentable ecologica y socialmente, es concebible y
practicable (Harborth,1991). Lo anterior nos remite a una dimension mas sutil,
aguella relacionada con la vision cultural y politica. Esto se sustenta en la necesidad
de realizar cambios profundos relacionados con aspectos ambientales, sociales,
politicos y culturales que posibiliten la convivencia armoénica del hombre y el medio
ambiente integrando aspectos econdémicos, ecolbgicos y sociales, en tal sentido,
considerando las necesidades de desarrollar condiciones de recuperacion del
medio ambiente, la sustentabilidad considera como eje importante impulsar
sistemas productivos basados en tecnologias que no degraden el ambiente biofisico

ni agoten los recursos naturales.

La sustentabilidad deviene en una equidad ecolbgica, econdmica y social
procurando que las utilizaciones de los recursos deben mantener relacién con su
regeneracion, asi como la generacion de residuos no deben exceder la capacidad

de asimilacion de los ecosistemas. En tal sentido las energias renovables son

24



aguellas que se producen de forma continua y son inagotables a escala humana;
se renuevan continuamente, a diferencia de los combustibles fosiles, de los que
existen unas determinadas cantidades o reservas, agotables en un plazo mas o
menos determinado. Existe una creciente concienciacion a nivel mundial en lo que
se refiere a la problematica energética, debido fundamentalmente a: la gran
dependencia energética del exterior de los paises industrializados, el agotamiento
y encarecimiento de los recursos energéticos fosiles y, los recientes
descubrimientos sobre el origen antropogénico (causado por el hombre) del cambio
climatico. Ante ello, Europa representa el 15% del consumo energético mundial vy,
si no se fomentan politicas de promocion de las energias renovables, la
dependencia especificamente de las importaciones de petréleo podria llegar al 90%
en el 2020 (Schallenberg et al., 2008).

El caracter desigual de las préacticas sociales, politicas, econdmicas y culturales
entre Norte-Sur, Centro-Periferia y/o Occidente-Oriente, han venido influenciando
histéricamente el proceso de modernizacibn que emprendid occidente para
establecer el sistema hegemonico que hoy impera y que ha llevado al tercer mundo
a un modelo jerarquizador de las diferencias, en el que se ha pretendido subsumir
la multiplicidad para adecuarse al modelo occidental de los paises del primer mundo
(Agudo, 2001).

Segun la UNESCO (2012), el desarrollo sostenible es el desarrollo que satisface
las necesidades actuales sin comprometer la capacidad de las futuras generaciones
de satisfacer sus propias necesidades, asimismo, considera a la sostenibilidad
como un paradigma para pensar en un futuro en el cual las consideraciones
ambientales, sociales y econdmicas se equilibran en la busqueda del desarrollo y

de una mejor calidad de vida.

El desarrollo tecnolégico y el crecimiento poblacional trae consigo
contaminacion de variada procedencia y efectos en las naturales condiciones
medioambientales, por la introduccion de sustancias que alteran el natural equilibrio
de los ambientes aéreos, terrestres y/o acuaticos, en los que los problemas de
contaminacion ocurren cuando se excede el natural equilibrio, siendo aquellos
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generados por las actividades humanas las mas perjudiciales. La atenuacion de
tales problemas requiere el uso de metodologias de biorremediacion utilizando
vegetales, en tal sentido, Andrade et al. (2009), consideran que las microalgas son
una alternativa para el tratamiento de aguas residuales por su capacidad de
remocion de nutrientes y pueden ser utilizadas como indicadores ecolégicos de la
calidad del agua y su sensibilidad a los efluentes industriales (Gomez & Ramirez,
2004); también por la gran capacidad que tienen para remover activamente el
nitrogeno, fosforo y carbono organicos responsables de la eutrofizacion marina, asi
como disminuir notoriamente las bacteria coliformes totales y fecales presentes en
las aguas residuales (Méndez et al., 2010), adicionalmente, tienen la ventaja de
producir agua limpia para consumo humano o agricola y la obtenciéon de biomasa

algal para alimento de animales menores (Shelef et al.,1978).

Obviamente, la atenuacion de los impactos negativos de las aguas residuales
y/o efluentes de diversa procedencia requiere ser encarada prioritariamente en el
contexto de la sustentabilidad de las actividades antropicas (mineria, pesca,
acuicultura, agricultura, etc.) y evitar los riesgos sobre la salud humana que
implican los vertidos directos de las aguas residuales, especialmente, los efluentes
municipales. En tal sentido, se considera a las microalgas como interesante
alternativa para el tratamiento de efluentes municipales, como lo ha demostrado por
Méndez et al., (2010), cultivando Scenedesmus quadricauda en aguas residuales
procedentes de lagunas de estabilizacion en la ciudad de Trelew, Argentina, por lo
que se considera que Sc. acutus es excelente candidata para tales fines por su
facilidad de crecer en aguas residuales conteniendo nutrientes organicos e
inorganicos y eliminacion de bacterias anaerobicas por la constante produccion de
oxigeno fotosintético, posibilitando el establecimiento de una buena gestidon

sustentable de tales efluentes.
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2.2 Marco conceptual

Las aguas residuales son aguas que llevan elementos extraiios, por causas
naturales, provocadas de forma directa o indirecta por la actividad humana, estando
compuestas por una combinacion de liquidos de desagie de viviendas, comercios,
edificios de oficinas e instituciones; liquidos efluentes de establecimientos

industriales; liquidos efluentes de instalaciones agricolas y ganaderas.

El tratamiento de aguas residuales es el conjunto de operaciones que tienen por
finalidad la eliminacion o reducciéon de los niveles de contaminacion de las aguas

residuales municipales.

Un cultivo es la forma en la que se hacen crecer los microorganismos en una
superficie solida (agar) o en medio liquido (caldo) e incluso en células (linea celular),
de tal manera que se logre acumular biomasa entendida como la materia organica
originada en un proceso bioldgico, espontaneo o provocado, utilizable como fuente

de energia.

Las microalgas son microorganismos de pequeiias formas de viva, donde no
esta implicita la division entre animal y planta, que pueden cultivarse en diferentes
condiciones de luz. Los fotoautétrofa usan la luz como fuente de energia y el dioxido
de carbono como fuente de carbono. Los fotoheterétrofa usan la luz como fuente de
energia y los compuestos organicos como fuente de carbono. Las heterotrofas son
organismos que se alimentan de materia organica previamente elaborada, a partir
de la que obtiene sus propios componentes estructurales y la energia que necesita
(al descomponer parte de esos nutrientes organicos). Y la mixotrofia es un proceso
por el cual un organismo puede doblarse como un autétrofo (produce su propio

alimento) o heterotrofo (come alimentos producidos por otros organismos).

La demanda de oxigeno de un agua residual es la cantidad de oxigeno que es
consumido por las sustancias contaminantes que estan en esa agua durante un
cierto tiempo, ya sean sustancias contaminantes organicas o inorganicas. Las
técnicas basadas en el consumo de oxigeno son la demanda quimica de oxigeno,

DQO, la demanda bioquimica del oxigeno (DBO) y el carbono organico total, COT
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o TOC.

Demanda bioquimica de oxigeno en cinco dias (DBOs) permite determinar la
concentracion de la materia organica de aguas residuales. Esencialmente, la DBO
es una medida de la cantidad de oxigeno en mg/L utilizado por los microorganismos
en la estabilizacion de la materia organica biodegradable, en condiciones aerdbicas,
en un periodo de cinco dias a 20 °C. En aguas residuales domésticas, el valor de la
DBO a cinco dias representa en promedio un 65 a 70% del total de la materia

organica oxidable.

Demanda quimica de oxigeno (DQO) es la cantidad de oxigeno en mg/l

consumido en la oxidacion de las sustancias reductoras que estdn en un agua.

La tasa de remocion se entiende como la cantidad removida de un componente
0 sustancia en el medio de cultivo respecto a la concentracion inicial y expresada
como porcentaje, por lo que puede considerarse como tasa de remocion de
nitrégeno y de carga bacteriana se expresa como el numero de bacterias medidas

como numero mas probable (NMP) por 100 mL, en el cultivo de Sc. acutus.
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CAPITULO Il
MARCO METODOLOGICO
3.1 Hipotesis central de la investigacion

Si, utilizamos diluciones de las aguas residuales municipales (20, 40, 60, 80 y
90 %) del distrito de Chimbote, y lo empleamos en el cultivo de Scenedesmus
acutus, se obtuvo mayor crecimiento poblacional, mayor remocién de nutrientes

y de bacterias anaerdbicas (E. coli) con la dilucion del 80%.

3.2 Variables e indicadores de la investigacion

. Definicion Definicion operacional
Variables _ . .
conceptual Dimensiones Indicadores
V. : - -
Independiente T1: Medio de cultivo HM (control)
Un cultivo de T2: 20 %
Cultivo de microalgas es la  Diluciones de PPN
microalga Sc. forma de hacer agua residuales T3:40 %
acutus en aguas crecer la municipales T4: 60 %
reS|_dl_Jales poblacién T5: 80 %
municipales
T6: 90 %
V. Dependiente Crecimiento de  Densidad poblacional (cel mL?)
. microalgas Tasa de crecimiento poblacional
poblacional de Remocionde  No, (mg 1) TR =" 100
microalgas, nutrientes 3(mg C,
remocion de PO4 (mg L)
nutrientes y de —
carga bacteriana Carga NMP/100 mL  TR{%)=——= 100
bacteriana G

3.3 Método de la investigacion

Experimental
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3.4 Diseflo o esquema de la investigacion

En la investigacion se empled el disefio estimulo creciente con cinco

tratamientos y un grupo control, y tres repeticiones cada uno.

T1: Medio de cultivo HM (control)

T2: 20 % de dilucion de aguas residuales municipales

T3: 40 % de dilucion de aguas residuales municipales

Ta: 60 % de dilucion de aguas residuales municipales

Ts: 80 % de dilucion de aguas residuales municipales

Te: 90 % de dilucion de aguas residuales municipales
3.5 Poblacién y muestra

La microalga Sc. acutus se obtuvo del Laboratorio de Cultivos de Especies
Auxiliares de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional del Santa, los que
se mantuvieron en medio HM (Merino, 1999) en tubos de ensayo de 20 mL e
iluminados con un fluorescente de 40 W, con agitacion manual diaria. Las muestras

para los ensayos se hicieron con un volumen cultivo efectivo de 1000 mL de efluente

crudo y el inéculo algal fue de 32 x 10 células mL™.
3.6. Actividades del proceso investigativo

Las actividades realizadas durante el proceso de investigacion fueron las

siguientes:

Reconocimiento del lugar de coleccion de muestras

Recoleccion de agua residual municipal

Andlisis fisico y quimico in situ del agua residual municipal
Procesamiento del agua residual en laboratorio de la Universidad Nacional

del Santa.

Preparacion del indculo de la microalga
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Andlisis fisico y quimico de nitrégeno, foésforo y DBO del cultivo con
microalgas

Andlisis microbiolégico del agua del cultivo con microalgas

3.7 Técnicas e instrumentos de la investigacion

3.7.1 Medio de cultivo HM: El medio de cultivo HM propuesto por Merino (1999)
(Tabla 1) se utilizé para Sc acutus en el tratamiento control.

Tabla 1. Composicion quimica del medio HM.

Concentracion (mg L)

Insumos
Componente  Elemento quimico
Urea 206 N=100
Acido fosforico 30,0 P=6,14
Cloruro de potasio 19,0 K=12,0
Patron fierro* 2,5 Fe=2,5

* Clavos diluidos en una solucién de acido clorhidrico.

3.7.2 Efluentes municipales: Los efluentes municipales se colectaron de las
tuberias de desagiie que desembocan en la zona de Miramar Bajo (distrito de
Chimbote, Ancash, Pera) (Figs. 1 y 2), registrandose in situ la temperatura del
aire (20,3°C), del agua (22,0°C), pH (6,0), olor (ligeramente putrido), color
aparente (marrén claro) y densidad (1,006 g mL™?) de dichos efluentes. Para la
recoleccion de las muestras se utilizé guantes y mascarilla, y las aguas se
recolectaron con una jarra de plastico de 1 L y depositados en dos baldes
plasticos de 20 L con tapa hermética hasta completar 10 L cada uno (Fig. 3),
luego se transportaron al Laboratorio de Cultivos de Especies Auxiliares de la
Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional del Santa, segun la metodologia
y recomendaciones de seguridad del Protocolo de monitoreo de plantas de
tratamiento de aguas residuales y domeésticas del Ministerio de Vivienda,
Construcciéon y Saneamiento del Pera (MVCS, 2013), y protocolo de monitoreo

de efluentes y cuerpo marino receptor del Instituto del Mar del Perd (PRODUCE,

31



2002). La duracion del transporte desde el lugar de colecta y el laboratorio fue de
1h.

Figura 1. Zona de recoleccion de aguas residuales de la desembocadura frente a

Miramar bajo, distrito de Chimbote.

Figura 2. Desembocadura de aguas residuales Miramar bajo, distrito de Chimbote.
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Figura 3. Analisis fisico-quimico (temperatura y pH) de las aguas residuales municipales
in situ, Miramar bajo, distrito de Chimbote.

En el laboratorio, los efluentes se filtraron con tamiz de 100 ym para retener
material particulado. Los analisis se realizaron en el Laboratorio COLECBI (Tabla
2) y se utilizé6 como medio de cultivo base para las diferentes diluciones de los

cultivos de Sc. acutus ensayados.

Tabla 2. Composicion quimica y microbiolégica del efluente
municipal utilizado en los cultivos de Sc. acutus.

Parametro Concentracion (mg L)
Nitratos 0,089
Nitritos 0,028
Nitrégeno amoniacal 2,82
Fosfato 0,131
Sulfuros 0,132
Detergentes 0,17
Fosforo 0,062
DBO 60
DQO 36
Coliformes totales (NMP/100 mL) 24 x 104
Coliformes fecales (NMP/100 mL) 13 x 104
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3.7.3 In6culo: Para la generacion de in6culo de Sc. acutus se usaron dos matraces
de 250 ml con 100 mL de volumen efectivo cada uno, y luego de alcanzar la fase
logaritmica, se inocularon en botellas de 500 mL con agua potable fertilizada con
medio HM (Merino, 1999). Estos recipientes se cultivaron durante 4 dias con
iluminacion constante (2000 lux) y agitados manualmente dos veces al dia. Luego
fueron llevados a dos botellas de 3000 mL con un volumen efectivo de 2000 mL,
iluminacién (2000 lux) y aireacién constante (1000 mL mint) durante 4 dias.

3.7.4 Sistema de cultivo de Sc. acutus: Se utilizaron 18 botellas plasticas de
3000 mL de volumen total, con 2000 mL de volumen efectivo de cultivo segun
dilucion del efluente (Tabla 3). Los cultivos microalgales se iniciaron con un
promedio de 2 x10° cél mL™L. El suministro de aire al sistema procedié de motores
aireadores. El aire a cada botella plastica de cultivo fue mediante mangueras
plasticas de 0,5 mm de diametro. La luz procedié de un fluorescente de 40 W. El

flujo de aireacion fue de 5 L min! para cada botella de cultivo (Fig. 4).

Figura 4. Sistema de cultivo de la microalga Sc. acutus
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Tabla 3. Distribucién de los componentes utilizados en el cultivo de Sc acutus con diferentes
diluciones de aguas residuales municipales tratadas.

Dilucién (%) de agua residual municipal

Componentes
0 20 40 60 80 90
Efluente (mL) 0 400 800 1200 1600 1800
Agua potable (mL) 1800 1400 1000 600 200 0
Sc acutus (mL) 200 200 200 200 200 200
Total (mL) 2000 2000 2000 2000 2000 2000

3.8 Procedimiento para la recoleccidon de datos

3.8.1 Registro de los Pardmetros ambientales del cultivo: Diariamente se
registro el pH (pH-metro Oakton; £ 0,01) y la temperatura (termometro digital
Oakton; £ 0,1 °C). La aireacion de los cultivos fue constante y provista por cuatro
(04) aireadores marca ELITE 800, con un flujo de 500 mL min* por cada unidad
experimental y medidos con un flujdmetro Cole Parmer (x10 mL min). La
iluminacion fue durante 24 h con dos fluorescentes de luz blanca de 40 W
colocados a 10 cm de las botellas de los cultivos microalgales y la intensidad

luminosa fue de 2000 lux registradas con un luxémetro marca Hanna (x 0,1 lux).

3.8.2 Determinacion del Crecimiento poblacional: El crecimiento poblacional se
determind durante siete dias por conteos diarios el nUmero de células en 0,5 x10°
3 mL?, tomando 1 mL del medio de cultivo de Sc acutus por cada unidad
experimental, colocandose dos muestras del cultivo en la camara Neubauer con
una micropipeta Pasteur y se observd en un microscopio binocular marca

Olympus a 40 X.

La tasa de crecimiento () y el tiempo de duplicacion diaria (TD) al quinto dia

de cultivo se determinaron segun Guillard (1975):

In(N, /N In (2
L I /%) LY
Iy —1¢ [
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Donde No y Nt corresponden al numero de células por mL a los tiempos To y

Tt, respectivamente.

3.8.3 Determinacion del los Nutrientes N, P y la DBOs: La concentracion de Ny
P se determind en el laboratorio COLECBI (distrito de Nuevo Chimbote) utilizando
muestras de 500 mL y los métodos y férmulas propuestos por APHA-AWWA-
WEF (2005) para N en forma de nitratos (colorimétrico, reduccion por cadmio),
nitritos (colorimétrico) y amoniaco (nitrdgeno amoniacal; colorimétrico) y el P en
forma de fosfatos (colorimétrico). Asimismo, la demanda bioquimica de oxigeno
(DBO:s) fue determinada de acuerdo a los descrito en la metodologia del protocolo
de monitoreo de efluentes (PRODUCE, 2002).

3.8.4 Determinacion de la Carga bacteriana (coliformes totales y fecales): La
carga bacteriana, al inicio y final del experimento, medida como el nimero mas
probable (NMP) de coliformes totales y fecales fueron determinadas en el
laboratorio COLECBI con la técnica de tubos multiples de fermentacion segun
APHA-AWWA-WEF (2005):

Coliformes totales: SMEWW-APHAAWWA.WEF Part 9221-B. 22nd Ed.
2012. Pag. 9-60 a 9-67, 9221-C 22nd Ed. 2012. Pag. 9-69 a 9-73.

Coliformes fecales: SMEWW-APHAAWWA.WEF Part 9221-C 22nd Ed.
2012. Pag. 9-74 a 9-75, 9221-C 22nd Ed. 2012. Pag. 9-69 a 9-73.

De cada unidad experimental se inocul6 en tubos de ensayo con medio de
cultivo descrito en APHA-AWWA-WEF (2005). Asi, se colocaron tubos de
fermentacion en filas de 5 cada uno en una gradilla con diluciones seriadas con
muestras de 10,0; 1,0; 0,1; 0,01 y 0,001 ml, y se homogenizaron vigorosamente
unas 25 veces. Luego se inocularon de cada tubo en un grupo de 5 con
volimenes de muestra duplicadas y se llevaron a incubacion segun el grupo
coliformes totales o fecales. En algunos tubos presentaron formacion de gas,
para ellos se procedié a reincubarlos por 24 h. La produccion de gas en los tubos
se consider6 como reaccion positiva para la presencia de Coliformes totales y

fecales, expresado como el NMP/100ml, cuyo calculo en base al nimero de tubos
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positivos se realiz6 como se describe en la seccion 9221 del APHA-AWWA-WEF
(2005).

3.8.5 Determinacion de la Tasa de remocién de nutrientes, de coliformes
totales y fecales: En la determinacion de la Tasa de Remocién (TR) de los
nutrientes N (NO2, NO3, NHz en mg L1) y P (PO4 en mg L), y coliformes totales
(NMP/100mL) y coliformes fecales (NMP/100mL), se tomaron los valores al inicio
y final del experimento (7 dias) de cada unidad experimental, cuyos valores
fueron expresados como porcentajes de remocion segun propuesta modificada
de Valdez & Vazquez (2003):

C
TR (%) = Ec ! 100

i

Donde Ci: Contenido inicial del nutriente (mg L') o carga bacteriana

(NMP/100ml). Cr: Contenido final del nutriente (mg L?) o carga bacteriana
(NMP/100mL).

3.9 Técnicas de procesamiento y analisis de los datos

Se empled el disefio completamente al azar. Para los datos obtenidos de
contenido de nutrientes y tasa de remociéon de N y P, carga bacteriana (coliformes
totales y fecales); densidad poblacional, tasa de crecimiento y tiempo de
duplicacién, se empel6 andlisis de varianza simple para establecer diferencias entre
promedios y la prueba de Tukey HSD para establecer el mejor promedio; en todos
los casos se aplicé un nivel de significancia de 0,05. Para el tratamiento de los datos

experimentales se recurrié al programa estadistico SPSS, version 20.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. RESULTADOS

Demanda bioquimica de oxigeno del efluente: La presencia de altos valores
de bacterias E. coli (13 x 10* NMP/100 mL) denota las condiciones anaerébicas del
efluente municipal, asi mismo, los valores hallados en el laboratorio COLECBI
relativamente bajos de Demanda Bioquimica de Oxigeno (60 mg L!) y Demanda
Quimica de Oxigeno (36 mg L) serian consecuencia de la turbulencia de las aguas
residuales con que desembocan en la zona costera marina.

Crecimiento poblacional de Sc. acutus: Todos los cultivos de Sc. acutus
fueron iniciados con densidades poblacionales similares (p>0,05) de 32 x 10* cel
mL-1 en los tratamientos, incrementandose con diferentes tendencias en cada uno
de los tratamientos, destacando la disminucion observada los dias 1 y 2 en los
controles (19 x 10* cel mL) y su posterior incremento (211,3 x 10* cel mL™?),
Asimismo, los cultivos dosificados con efluentes municipales mostraron mayores

crecimientos poblacionales diarios promedio hasta el dia 6 y 7 (Tabla 4, Fig.5).

Tabla 4. Valores promedios del crecimiento poblacional (x 10* cel mL?) de
Sc. acutus dosificados con aguas residuales municipales.

Dilucién (%)

Dia

0 20 40 60 80 90
0 32 32 32 32 32 32
1 19 137.3 187.3 131 154.7 22.3
2 19 250.7 293.3 444 253.3 83.7
3 92 408 414.7 517.3 316 320.7
4 132.7 429.3 428 589.3 506.7 307
5 119.3 552 586.7 592 549.3 404
6 155.7 528 476.7 672 604 507
7 211.3 576 530.7 646 672 638
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Figura 5. Crecimiento poblacional de Sc. acutus cultivados con diferentes diluciones

de aguas residuales municipales de Chimbote.

También se ha observado la presencia de cenobios de 4 células en los cultivos

dosificados con efluente municipal en un 96% llegando a ser mas altos que los

controles con 61.4% al final de las experiencias, asi como la presencia de cenobios

de 8 células en todos los cultivos (Tabla 5).
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Tabla 5. Valores porcentuales de la incidencia de cenobios de 4 y 8 células de Sc. acutus
cultivadas con diferentes concentraciones de aguas residuales municipales.

Dilucion (%)

Dia 0 20 40 60 80 90
N % N % N % N % N % N %
0 4 24 750 24 750 24 750 24 750 24 750 24 75,0
8 8 250 8 25,0 8 25,0 8 25,0 8 25,0 8 25,0
1 4 28 636 300 728 468 84,2 352 91,7 412 89,6 144 80,0
8 16 36,4 112 27,2 88 158 32 8,3 48 104 36 20,0
> 4 48 857 680 904 800 909 119 898 728 958 222 62,0
8 8 143 72 9,6 80 91 136 10,2 32 4,2 136 38,0
3 4 192 72,7 1136 92,8 1148 92,3 1368 88,1 884 932 680 714
8 72 27,3 88 7,2 96 7,7 184 119 64 6,8 272 28,6
4 4 268 67,7 1200 93,2 1228 95,6 1672 94,6 1488 97,9 652 724
8 128 32,3 88 6,8 56 4,4 96 5,4 32 2,1 248 27,6
5 4 260 74,7 1536 92,8 1548 93,2 1712 96,4 1560 94,7 1060 81,0
8 88 253 120 7,2 112 6,8 64 3,6 88 53 248 19,0
6 4 280 61,4 1528 96,5 1324 92,7 1936 96,0 1748 96,5 1324 87,3
8 176 38,6 56 35 104 7,3 80 4,0 64 3,5 192 12,7
- 4 384 62,3 1592 92,1 1472 925 1820 93,8 1968 97,6 1564 72,3
8 232 37,7 136 79 120 7,5 120 6,2 48 24 336 17,7
X 4 1484 67,1 7996 90,2 8012 92,3 10080 93,3 8812 958 5670 79,3
8 728 329 680 98 664 /7 720 6,7 384 42 1476 20,7

N= ndmero total de células aportados por los cenobios de 4 u 8 células.

Tasa de crecimiento y tiempo de duplicacion poblacional: En el dia 6 (Tabla

6), los cultivos dosificados con 60% y 80% de efluente municipal fueron similares

(p>0,05), con valores de p de 0,5074 y 0,4896 div/dia, respectivamente; seguido por

el de 90% y 20% con 0,4605 y 0,4672 div/dia, respectivamente, mientras que las

menores fueron con 40% y los controles con 0,4499 y 0,2637 div/dia,

respectivamente. Por otro lado, los valores de u correspondientes al sétimo dia

(Tabla 7), pese a mostrar similares tendencias, son ligeramente menores.
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Tabla 6. Tasa de crecimiento (W) y tiempo de duplicacién (TD) del cultivo de Sc. acutus en

el dia 6.

) Dilucién (%) de agua residual municipal
o 0 20 40 60 80 90
N1 32 32 32 32 32 32
N2 155,7 528,0 476,0 672,0 604,0 507,0
Dia 6 6 6 6 6 6

u 0,2637 0,4672 0,4499 0,5074 0,4896 0,4605
TD 2,629 1,484 1,541 1,366 1,416 1,505

N1: primer dia; N2: segundo dia; p: tasa de crecimiento; TD: tiempo de duplicacion

Tabla 7. Tasa de crecimiento (p) y tiempo de duplicacion (TD) del cultivo de Sc. acutus en

eldia 7.

) Dilucién (%) de agua residual municipal
o 0 20 40 60 80 90
N1 32 32 32 32 32 32
N2 211,3 576,0 530,7 646,0 672,0 638,0
Dia 7 7 7 7 7 7

u 0,2696 0,4129 0,4012 0,4293 0,4349 0,4275
TD 2,571 1,679 1,728 1,615 1,594 1,621

N1: primer dia; N2: segundo dia; p: tasa de crecimiento; TD: tiempo de duplicacion

En relacién al TD, por estar relacionada inversamente con p, los mayores
valores fueron determinados en los cultivos dosificados con 60% de efluente
municipal en el dia 6 (1,366) y con 80% (1,594) en el dia 7, mientras que los cultivos
controles mostraron, en ambos dias, mayores tiempos de duplicacion diaria (2,629

y 2,571 div/dia en los dias 6 y 7, respectivamente).
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Temperatura en el crecimiento de Sc. acutus: Durante la realizacion de los

ensayos en el crecimiento de Sc. acutus, la temperatura varié en el rango entre
25,1°Cy 25,7°C (Fig. 6).

Efecto del pH en el crecimiento de los cultivos de Sc. acutus: Las

variaciones del pH de todos los cultivos pueden considerarse dentro del rango

basico (7,83 - 9,13). Una ligera elevacion del pH en los tratamientos dosificados con

90% de efluentes municipales desde el inicio del experimento con 8,07 hasta el dia

tres con 9,16. El pH de los cultivos experimentales de Sc. acutus (Tabla 8),

mostraron incrementos de manera similar (p>0,05) con el control HM, siendo

ligeramente mayores en aquellos cultivos con mayor contenido del efluente
municipal (9,13; 9,16).
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. .7 o
——Ailucién (%
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—e—20
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dia

Figura 6. Variacion de la temperatura de los cultivos de Sc. acutus dosificados con

aguas residuales municipales.
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Tabla 8. Valores promedios diarios del pH de los cultivos de Sc. acutus en agua residual

municipal.

_ Dilucion (%)
Dia

0 20 40 60 80 90
0 7.83 7.83 7.80 7.83 7.80 8.07
1 7.90 8.07 8.07 8.10 8.82 8.30
2 8.10 8.34 8.50 8.43 8.47 8.53
3 8.43 8.77 8.86 8.87 8.90 9.16
4 8.67 8.77 8.77 8.77 8.87 9.13
5 8.80 8.70 8.73 8.63 8.67 9.03
6 8.73 8.67 8.80 8.80 8.73 9.07
7 8.77 8.67 8.80 9.03 9.00 9.13
9.4 T
9.2 + Dilucion (%)

pH

—e—0

—e—20
40

—0—60

90

Dias

4

Figura 7. Variaciones del pH de los cultivos de Sc. acutus dosificados con aguas

residuales municipales.

Microalga en la remocién de nutrientes: En la tabla 9 se presentan las

concentraciones del Ny P de los cultivos ensayados, destacando los bajos tenores

de estos importantes elementos en el crecimiento algal. Las bajas concentraciones

del nitrégeno y fésforo presentes en el efluente municipal son total y rapidamente

consumidas durante las fases iniciales del crecimiento algal.
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Tabla 9. Concentraciones de N y P de los cultivos de Sc. acutus utilizando
efluente municipal.

Dilucién (%) de agua residual municipal
Nutriente

HM 20 40 60 80 90

N(mgmL?l) 100 0,444 0,888 1,333 1,777 2,221
P(mgmLY) 614 0,009 0,018 0,026 0,035 0,044

Microalga en la remocion de carga bacteriana: Durante el crecimiento
fotosintético de los cultivos de Sc. acutus se genera suficiente oxigeno que
practicamente elimina todas las bacterias anaerdbicas, especialmente los
coliformes fecales. En nuestros ensayos se ha logrado la reduccion de 130 000

NMP/100 mL a menos de 1,8 NMP/mL, estimdndose su tasa de remocién en
99,99%.

44



4.2. DISCUSION

Las condiciones anaerdbicas de los efluentes municipales indicaria la presencia
de bacterias procedentes de la flora intestinal, destacando la presencia de E. coli
(13 x 10* NMP/100 mL); asi mismo, la longitud del sistema de alcantarillado y la
velocidad de salida del efluente probablemente otorga cierto efecto de aireacion
reflejado en los valores de la DBO (60 mg L1) y DQO (36 mg L™1), que son menores
a los reportados por Méndez et al. (2010), (236 y 312 mg L™, respectivamente)
debido a las condiciones estaticas de las pozas primarias de tratamiento, mayor
contenido de materia organica y menores cargas bacterianas (2, 3 x 10* NMP/100
mL).

Por otro lado, la demanda de oxigeno, esta directamente relacionada a los
procesos de degradacion de la materia organica responsable del olor putrido
caracteristico del efluente municipal, y que durante la fotosintesis indicaria la
predominancia de la generacion de biomasa y de oxigeno, los valores de DBO y
DQO (60 mg/L y 35 mg/L respectivamente) en los cultivos algales son negligibles
como consecuencia de la vigorosa generacion del oxigeno fotosintético
evidenciadas por su adherencia a las paredes de los recipientes de cultivo. La
demanda de oxigeno es necesaria para la oxidacion de la materia organica y que
durante el crecimiento algal se genera oxigeno (9,5 mg L) y biomasa, la remocion
total de la materia organica probablemente esté asegurada, asi como el crecimiento.
Sin embargo, Méndez et al. (2010), reportaron disminucién de 236 a 31 mg L de
la DBO que representan la remocién del 86,8 % de la materia organica inicial.
Asimismo, Albarracin et al. (2005) reportaron remocion del 80 % de DBO y de 73,7
% de DQO al cabo de 12 dias utilizando C. vulgaris.

En base a los resultados se demuestra la eficiencia de Sc. acutus en los
procesos de depuracion de agua, lo que indicaria un método para resolver el
problema medio ambiental que representan las aguas residuales o efluentes
municipales y obtener biomasa algal de diferentes usos como en acuicultura,
alimento vivo, y en la agricultura como fertilizantes, proporcionado valor agregado
al cultivo de microalgas en aguas residuales. Desde el punto de vista ambiental,
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Romero et al. (2009), consideraron que el tratamiento de las aguas residuales es
una cuestion prioritaria a nivel mundial, ya que es importante disponer de agua de
calidad y cantidad suficiente para una mejora del ambiente, la salud y la calidad de

vida.

El crecimiento de Sc. acutus, fue poco notorio la presencia de la fase inicial de
adaptacion es probable, al parecer a la disponibilidad para las microalgas de los
nutrientes presentes en el efluente homogenizado por la mezcla y velocidad con
gue desembocan en la playa marina, asi como el adecuado tamafio de inoculo (32
x 10% células mL1). Cabe destacar que la cepa algal no fue aclimatada previamente
al efluente crudo, lo que indicaria, la gran habilidad de Sc. acutus de crecer en estos
efluentes de manera exponencial en la que la velocidad de crecimiento es notoria

desde el inicio de los cultivos.

Los cultivos de Sc. acutus se iniciaron con densidades poblacionales similares
(p>0,05) de 32 x10* cel mL* en todos los tratamientos, que se incrementd con
diferentes tendencias en cada uno de los tratamientos, aunque la disminucién
observada en los controles durante los dias 1 y 2 (19 x 104 cel mL?) podria
explicarse por la adecuacion de las células a condiciones saturadas de iluminacion
o deficiencias en la aireacion (Borowitzka, 1999), para luego mostrar el
caracteristico crecimiento de los cultivos creciendo en adecuadas condiciones hasta

valores de 211,3 x 10 cel mL* al final de la experiencia.

En relacion a los cultivos con efluentes municipales, mostraron mayores
crecimientos poblacionales diarios promedio hasta el dia 6 y 7, probablemente,
como consecuencia de la atenuacion de la iluminacién inicial de los cultivos
derivados de la coloracion marron del efluente municipal dosificado, y de las
condiciones heterotroficas del crecimiento de tales cultivos. Lo que indicaria, que
estas condiciones son propiciadas por la muertes y desintegracion de la flora
bacteriana anaerdbica por las condiciones altamente aerdbicas del crecimiento algal
(Tam & Wong, 2001) en la que las condiciones heterotréficas permiten adquirir su

energia y requerimientos de carbono de compuestos organicos (Gladue, 1991), por
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lo que estos cultivos tendrian mejores condiciones de crecimiento reflejados en los

resultados obtenidos.

Las densidades de 6,47 y 6,72 x 10° cél mL* halladas en cultivos conteniendo
60% y 80% de aguas residuales municipales son menores a los reportados por Alam
et al. (2004) que cultivd Sc. obliquus en medio basal Bold obteniendo densidades
poblacionales de 10,97 x10° cél mL* a 19,73 x108 cél mL?, y a los de Toyub et al.
(2008), que utilizaron residuos de la fabricaciéon de dulces (9,71 x10° cél. mL™).
Cabe la posibilidad que los menores valores de las densidades poblacionales
determinadas, sean consecuencia de los bajos tenores de nitrégeno (0,089 mg L
de nitratos, 0,026 mg L de nitritos y 2,82 mg L™ de nitrégeno amoniacal) y fésforo
(0,131 mg L de fosfatos) en el efluente municipal en comparacién al medio basal
Bold, que contiene mayores contenidos de nitrégeno (250 mg Lt como NaNOs), y
de fosforo (175 mg Lt como KH2POa) (Alam et al., 2004).

No obstante, las bajas concentraciones de nitrégeno (2,22 mg L?) y fésforo
0,044 mg L) en el efluente municipal, todos los cultivos de Sc. acutus dosificados
con dicho efluente crecen mejor que los controles pese a tener mas nitrégeno (100
mg L) y fésforo (6,14 mg L) aportados por la urea y el H3POa, respectivamente,
gue como se ha mencionado anteriormente, sea consecuencia del eficiente
aprovechamiento de las sustancias organicas y sales minerales liberadas por la alta
carga bacteriana anaerébicas (24 x 10* NMP/100 mL) muertas por las condiciones
altamente aerdbicas de los cultivos en la que el nitrégeno se absorbe directamente
en forma de amonio (Beevers & Hageman, 1983). Por otro lado, los bajos
contenidos de N y P del efluente municipal indicarian su activo consumo por las
bacterias y transformacién en materia organica cuya desintegracion servira de
fuentes de carbono, nitrogeno y fosforo organicos promotoras del crecimiento algal

observado.

La reproduccion directa de Sc. acutus implica la formacion de autosporas cuyo
namero se relaciona con las condiciones del crecimiento y de la fuente organica del
carbono, en consecuencia, aquellos cultivos heterotréficos y mixotroficos

presentaran diferentes composiciones de su estructura celular poblacional,
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considerandose que la produccion de cenobios de 4 y 8 células indicarian buenas
condiciones de cultivo (Becker, 1994; Merino, 1999), en la que la presencia de
carbono y nitrdgeno organicos, procedentes de las sustancias organicas aportadas

por la degradacion bacteriana, favoreceran la reproduccion y el crecimiento algal.

Los cultivos dosificados con efluente municipal muestran tendencia al
predominio de aquellos cenobios de 4 células, cuyos promedios acumulado al final
de las experiencias son mayores gue el control, denotando la utilizacion de Ny P
organicos como lo han demostrado Ortega-Salas & Reyes-Bustamante (2012), en
cultivos de Sc quadricauda con melaza como fuente de carbono organico. Estos
resultados ratifican el consumo de las fuentes organicas aportadas por las bacterias
gue previamente han consumido los nutrientes inorganicos o sales minerales

presentes en el efluente municipal.

Ademas, es posible observar ligera tendencia a incrementarse el niumero de
células aportadas por los cenobios de 4 células con el aumento de la concentracion
de las aguas residuales. También es llamativa la presencia de cenobios de 8 células
en todos los cultivos experimentales como consecuencia del adecuado aporte de
nutrientes y de las condiciones de cultivo; sin embargo, el predominio de células de
8 células en los cultivos control proporcionaria a estos, mayor eficiencia en los
procesos de sedimentacion natural (Becker, 1994) y centrifugacion de las
suspensiones algales para la obtencion de la biomasa algal durante el

procesamiento de los cultivos masivos al aire libre.

La tasa de crecimiento de los cultivos algales es una medida que permite
evaluar la dinamica del crecimiento y las condiciones que la influyen, destacando el
aporte de nutrientes y su aprovechamiento. Es comun determinar py TD al final de
la fase logaritmica del crecimiento que en nuestros ensayos ocurren en los dias 6 y
7. Asi, la tasa de crecimiento poblacional (u) al sexto dia de cultivo de Sc. acutus,
presentaron mayores promedios de manera similar (p>0,05) en el dosificado con
60% y 80% de efluente municipal con valores de 0,5074 y 0,4896 div/dia,
respectivamente; seguido por el de 90% y 20% con 0,4605 y 0,4672 div/dia,

respectivamente, mientras que las menores fueron con 40% y los controles con
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0,4499 y 0,2637 div/dia, respectivamente. Los valores de | correspondientes al
sétimo dia, pese a mostrar similares tendencias, son ligeramente menores que se
explica por la natural declinacion de los cultivos al acercarse a la fase estacionaria

del crecimiento (Capa, 2010).

Comparativamente, los valores mas altos de p obtenido en los cultivos
dosificados con 60% en el dia 6 (0,5074 div/dia) son menores a los reportados por
Ortega-Salas & Reyes-Bustamante (2012) en cultivos de Sc. quadricauda utilizando
medio Guillard f/2 (0,72 div/dia), debido al adecuado balance de nutrientes durante
la formulacion quimica de dicho medio de cultivo (Guillard, 1975), y mayores a los
de Roleda et al. (2013), en el cultivo de Nannochloropsis oculata (0,481 div/dia),
posiblemente a las diferentes caracteristicas de su crecimiento, metabolismo y/o
composicion quimica de la biomasa de estas microalgas. Asi mismo, la menor tasa
de crecimiento (0,425 div/dia) de Sc. quadricauda durante 12 dias reportados por
Méndez et al. (2010) utilizando efluentes de pozas de estabilizacion, demostrarian
la mejor rigueza de nutrientes derivados del uso de efluentes municipales y las

condiciones de cultivo de Sc. acutus en los ensayos.

Respecto al tiempo de duplicacién poblacional (TD), estos presentan la misma
tendencia y cuyos valores mantienen una relacion inversa a u (Guillard, 1975), por
cuanto a mayor numero de divisiones diarias corresponde menor tiempo de
duplicacion; en tal sentido, los mayores valores fueron determinados en los cultivos
dosificados con 60% de efluente municipal en el dia 6 (1,366) y con 80% (1,594) en
el dia 7, mientras que los cultivos controles mostraron, en ambos dias, mayores
tiempos de duplicaciéon diaria (2,629 y 2,571 div/dia en los dias 6 y 7,

respectivamente).

Por consiguiente, los resultados demuestran que la capacidad de Sc. acutus de
metabolizar eficientemente los nutrientes presentes en el efluente municipal
posibilita su utilizacion con fines de biorremediacion de efluentes residuales, pues
estos contienen alta carga bacteriana y material organico (Ferrera-Cerrato, et al.,
2006).
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En el presente trabajo, la temperatura varié entre 25,1°C y 25,7°C durante los 7
dias de la experiencia; estando en el rango (25°C a 36°C), mencionado por (Abalde
et al.,, 1995; Richmond & Becker, 1986), aunque un poco menor (28°C), de lo
mencionado por Garibay et al. (2009); asi mismo, Vargas et al. (2014), cultivaron
Scenedesmus sp con temperaturas entre 20°C y 35°C pero no demostraron efectos
significativos. Por lo que la temperatura del cultivo de Sc. acutus no han ejercido
influencia en la dindmica del crecimiento algal. Las variaciones de la temperatura
de los cultivos algales son consecuencia de las condiciones de cultivo, en la que los
recipientes plasticos y la constante iluminacidbn y aireacion no permiten
fluctuaciones extremas; adicionalmente, los aireadores utilizados estan situados
dentro del laboratorio inyectando aire cuyas temperaturas son mas estables que

aguellos aireadores que inyectan aire del medio externo.

El pH del agua de los cultivos experimentales de Sc. acutus, mostraron
incrementos de manera similar (p>0,05) con el control HM, siendo ligeramente
mayores en aquellos cultivos con mayor contenido del efluente municipal (9,13 y
9,16), por lo que dichas variaciones reflejan el adecuado crecimiento algal; es decir,
las fuentes organicas de nitrogeno y carbono presentes en el efluente son bien
aprovechadas metabdlicamente por Sc. acutus. En tal sentido, el pH revelaria la
dindmica del consumo de los nutrientes, esperandose que en aquellos cultivos con
mayor contenido de efluente presenten mejores incrementos poblacionales. Los
valores del pH de los cultivos se encuentran en el rango (6,5 a 9,5 unid), mencionado
por Garibay et al. (2009), notdndose una ligera elevacion en su valor, en los
tratamientos dosificados con 90% de efluente municipal ensayado desde el inicio
del experimento con 8,07 hasta el dia tres con 9,16 de pH, explicandose porque la
velocidad de crecimiento de las microalgas requiere rapido consumo del carbono
disponible, siendo mas evidente cuando el medio de cultivo no es tamponado
(Lourenco, 2006). Las variaciones del pH de los cultivos, por estar en el rango
basico (7,83 - 9,13) y por la capacidad de Sc. acutus de crecer en un amplio rango,
los crecimientos determinados reflejarian el activo consumo de los nutrientes

contenido en el efluente municipal, sin influenciar en los resultados obtenidos.
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Las microalgas son eficientes en la remocion de nitrégeno y fosforo en aguas
residuales (Hammouda et al., 1995; Tam & Wong, 1996; Brennan & Owende, 2010;
Park et al.,, 2011; Abdel-Raouf et al., 2012). Esto se debe a que son nutrientes
esenciales en la formacion de biomasa (Markou & Georgakakis, 2011), por lo que
incorporan el amonio, nitrato y fosforo por absorcion directa (Tam & Wong 1996).
Las principales formas en que se encuentra el nitrdgeno en las aguas residuales
son NH4 (amonio), NOz2 (nitrito) y NOs (nitrato), mientras que el fosfato se presenta
como POs (ortofosfato) (Hammouda et al., 1995; Abdel-Raouf et al., 2012). Las
bajas concentraciones del N y P en el efluente municipal no justificarian los
crecimientos algales observados; sin embargo, es viable que la muerte de las
bacterias proporcionarian al medio de cultivo una serie de sustancias organicas
(enzimas, aminoacidos, amidas, etc.), facilmente asimilados por la microalga
(Moronta et al., 2006), lo cual sugiere que la presencia de la carga bacteriana en el
medio de cultivo es muy importante para el crecimiento algal, aun cuando se
necesita la presencia de otros elementos nutritivos. El crecimiento de microalgas
requiere de macronutrientes (C, N, P, S, K, Na, Fe, Mg, Ca) y micronutrientes o
elementos traza (B, Cu, Mn, Zn, V, Se) necesarios en la composicion elemental de
las células influyendo en los coeficientes de velocidad de las reacciones
biosintéticas (Richmond, 2004).

El crecimiento determinado en los cultivos experimentales, al parecer, se deben
al aprovechamiento de las sustancias quimicas liberadas por las bacterias
anaerdbicas muertas que las algas utilizan como fuentes de nitrdgeno y carbono
organico. Asi mismo, se considera que las microalgas pueden tomar nitrégeno del
medio, generalmente en forma de urea, nitrato, nitrito, amonio, nitrdgeno gas y
oxidos de nitrogeno. En tal sentido, Xin & Hong-Yin, (2010), demostraron que
Scenedesmus sp, crece mas rapido con amonio, seguido de urea y finalmente de
nitrato, en cambio, la eliminacion de fosforo y nitrégeno fue mas completa en el
cultivo donde el nitrogeno estaba presente en forma de nitrato y urea que en el
cultivo con amonio, puesto que el nitrdgeno en forma de amonio, cuyo equilibrio de
disociacion depende de la temperatura y el pH del medio, inhibe también el

crecimiento de la microalgas debido a que es normalmente toxico para los
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organismos fotosintéticos, por desacoplar el transporte electrénico en el fotosistema
Il y compite con el agua en las reacciones de oxidacion que generan el O: libre. En
este sentido, las bajas concentraciones del nitrégeno aportado por el efluente
municipal (0,444 a 2,221 mg L) son total y rApidamente consumidas durante las
fases iniciales del crecimiento algal, y la liberacion de sustancias organicas
procedentes de las bacterias muertas soportarian los posteriores y vigorosos

crecimiento observados en los diversos tratamientos.

Segun Lourenco (2006) y Ordog et al. (2011), el fésforo (P) es un elemento muy
importante en la composicion quimica de las microalgas, principalmente por su
participacion en los procesos energéticos intracelulares que, junto al nitrdgeno, son
factores limitantes del crecimiento algal, requiriéndose de adecuadas
concentraciones, que en nuestra experiencia estaria definida por los del medio HM
utilizado como control. No obstante, las bajas concentraciones de este nutriente en
los cultivos dosificados con efluente municipal (0,009 a 0,044 mg L1), los mayores
crecimientos que el control observados obedecerian, como en el caso del N, a los
aportes de la degradacion bacteriana y la capacidad de metabolizar eficientemente
los nutrientes procedentes de las sustancias organicas e inorganicas del efluente
municipal y de su flora bacteriana. Andrade et al. (2009), determinaron que
Scenedesmus es un género con capacidad de soportar elevadas concentraciones
de nutrientes contenidos en las aguas residuales, poseer actividad metabdlica
elevada y capacidad de resistir variaciones ambientales lo que la hacen sobrevivir

y ser un género comun de aguas residuales.

Es interesante considerar que durante la dinamica del crecimiento algal la
generacion y liberacion de oxigeno fotosintético elimina y/o reduce notoriamente la
poblacion bacteriana, especialmente los coliformes fecales de 130 000 NMP/100
mL a menos de 1,8 NMP/mL, estimdndose en 99,99 % su tasa de remocion; en
consecuencia, el crecimiento algal ocasiona la eliminacion total de las bacterias
anaerobicas, de tal manera que los mayores incrementos poblacionales de Sc.
acutus en los cultivos con las aguas residuales municipales ensayadas estarian

relacionados directamente con las mayores cantidades de estas bacterias
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aportadas. Estos resultados son mas eficientes que los reportados por Albarracin et
al. (2005) quienes, en aguas residuales, lograron remover hasta 80% al cabo de 12

dias en cultivo de Chlorella vulgaris.

El mal olor que presentaron de las aguas residuales municipales del distrito de
Chimbote es debido a la presencia de sulfuros (0,132 mg L) y por la presencia de
la carga bacteriana (E. coli), lo que sugiere que estas bacterias serian las que
generan acido sulfurico. Méndez et al.,, (2010) mencionaron que los olores
desagradables en aguas residuales estan determinados por la presencia de
bacterias anaerobias productoras de acido sulfhidrico; el bajo oxigeno disuelto
encontrado (0,50 mg/L de O2) y el pH disminuido (7,87) influyen en la proliferacién
de éstas bacterias productoras de sulfuro. Al final del ensayo se obtuvo una baja del
99% en los valores del sulfuro en los cultivos con la microalga Sc. quadricauda
respecto al valor inicial del agua residual (1,645 mg/L sulfuro); lo que indica que la
iluminacidn constante e inoculacién microalgal de la clorofita Sc. acutus permitid
que durante el proceso de su cultivo aflore la presencia de oxigeno y por ende la
muerte de las bacterias anaerdbicas (E. coli).

Luego del cultivo microalgal con Sc. acutus se percibié la eliminacién de los
malos olores de las aguas residuales que presentaron en su etapa inicial. Una de
los compuestos que contribuye en gran medida a la generacion de malos olores es
el sulfuro de hidrogeno (H2S) que es un producto natural de la descomposicion
anaerobia de la materia organica, muy frecuentemente encontrado en drenajes y en
plantas de tratamiento de aguas residuales y de lodos de desecho. Asi mismo,
Morgan et al. (1999), aduce que el medio anaerdbico es el que genera olores
desagradables en mayor concentracion debido al metabolismo de ciertas bacterias
anaerobias como las sulfatorreductoras, sobre todo si existe en las aguas residuales

altas concentraciones de sulfatos y sulfuros.

El cultivo de la microalga Sc. acutus redujo la alta carga bacteriana de E. coli
(Coliformes totales = 24 x 10* NMP/100 mL y Coliformes fecales =13 x 10* NMP/100
mL) del efluente municipal, a menos de 1.8 NMP/100mL, lo que demuestra que esta
microalga cultivada con aguas residuales municipales, es perceptible y aceptable
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en los procesos de remocion, lo que permiten relacionar directamente el contenido
de estos elementos y el crecimiento bacteriano, como paso inicial de la utilizacion
de las aguas residuales para el cultivo de Scenedesmus. Méndez et al., (2010),
determinaron que los coliformes totales y fecales presentan una disminucion
durante el cultivo, donde los coliformes fecales fue del 86 %,; indicativo de la
efectividad del proceso en la eliminaciébn de microorganismos patdgenos como:
Coliformes totales (23 000 NMP/100 mL) y Coliformes fecales (7 800 NMP/100 mL).
El aprovechamiento de S. quadricauda en procesos de depuracion, resuelve un
problema medio ambiental y mejora la calidad del efluente a la vez que permite
obtener productos aplicables en diferentes usos como acuicultura, agricultura o
fertilizantes. De esta manera este proceso permite poner un valor agregado al

cultivo de microalgas en aguas residuales (Salazar, 2006).

En el presente estudio, el medio HM utilizado para el cultivo de Sc. acutus, tuvo
cantidades extremadamente mayores de N y P que las contenidas en las
dosificaciones ensayadas con el efluente municipal, cuyos valores del N estan
calculados en funcion al aporte de las diversas fuentes nitrogenadas (nitratos,
nitritos y amoniaco) y el P por el de fosfatos. Pese al bajo contenido de Ny P, los
cultivos de Sc. acutus dosificados con el efluente municipal mostraron mayor
crecimiento algal reflejado en la eliminacion de los gases de sulfuro, ya sea por su
desplazamiento fisico y/o el aprovechamiento por las microalgas. Méndez et al.,
(2010), mencionaron que las concentraciones de nitrdgeno inorganico en el liquido
cloacal fueron bajo nitrato (2,5 mg/L) y elevado amonio (63,7 mg/L) y en el dia 12
disminuyeron las concentraciones de ambos nutrientes (1,5 y 3,5 mg/L
respectivamente). Los datos obtenidos confirman su efectividad en la remocién de
nutrientes y su relacion con el crecimiento (Salazar, 2006). Asi mismo, las tasas de
disminucién de amoniaco, nitrato y fosforo de 94 %, 40 % y 94 % respectivamente,
por cuanto el nitrogeno y fésforo consumidos son activamente incorporados en la
composicion celular y por ende el crecimiento de las microalgas (Cabrera & Pulla,
2014).
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El cultivo de la microalga Sc acutus en medios que contienen efluentes
municipales domésticas son eficientes para la remocion de nutrientes que contienen
los ecosistemas y principalmente eliminar la carga bacteriana; consecuentemente
este sistema seria adecuado para promover un mecanismo de desarroOllo limpio
para la bahia “el Ferrol”. Ademas, el agua residual depurada yaceria favorable para
el desarrollo de riego en la agricultura y por ende el mejoramiento de la calidad del
agua vy la salud publica. El tratamiento de aguas residuales domesticas junto a la
produccion de biomasa de microalgas es un proceso tecnolégicamente simple, que
aportaria beneficios ambientales directos para la zona e ingresos por la venta de
biocombustible y aplicacion de biofertilizante en la agricultura local, ayudando al
desarrollo de la zona y a mejorar sus condiciones de vida.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1 CONCLUSIONES

1. Las mayores tasas de crecimiento poblacional (u = 0,5074) de Sc. acutus fueron
obtenidos con la dilucidn del efluente municipal entre el 60 y 80%; asimismo, en
estas diluciones se obtuvieron los mejores TD (1,366). En cambio, los valores
menores valores de puy TD fueron obtenidos en los cultivos controles (0,2637 y

2,629, respectivamente).

2. Los valores iniciales de DBO (60 mg L) y DQO (35 mg L?) del efluente
municipal utilizado en los cultivos de Sc. acutus llegan a ser negligibles por la
generacion continua de oxigeno fotosintético (9,5 mg L) por el crecimiento

vigoroso de los cultivos.

3. Las bajas concentraciones del N (2,221 mg L) y P (0,062 mg L) en el efluente
en comparacion al medio control N (96,3 mg L) y P (6,14 mg L%) son

consumidas durante el crecimiento de Sc. acutus.

4. El cultivo de Sc. acutus elimind totalmente (99,99%) la carga bacteriana
anaerobica especialmente E. coli.

56



5.2 RECOMENDACIONES

1. Realizar ensayos de cultivo de Sc. acutus a mayor escala y al aire libre (uso de
piletas y/o biorreactores) con efluentes municipales, donde se optimice
temperatura, iluminacion, fotoperiodo natural, y se estandarice la calidad de la

biomasa algal producida.

2. Realizar ensayos biolégicos y quimicos de la biomasa producida bajo estas
condiciones conducentes a su masiva utilizacibn con fines industriales,
agricolas o alimentarias, para la apertura de nuevas lineas de investigacion

productiva para determinar la factibilidad técnica y econdmica.

3. Realizar estudios con especial énfasis en sistemas de cosechas mas eficientes
y evaluaciones econdmicas para los distintos usos de la biomasa que se pueda

producir con el cultivo de Sc. acutus en aguas residuales municipales.
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ANEXOS

Anexo la. Valores promedios del crecimiento poblacional (x 10* cel mL?) de Sc. acutus
dosificados con aguas residuales municipales.

DILUCION (%)

Dia
0 20 40 60 80 90
0 32 32 32 32 32 32
1 19 137,3 187,3 131,0 154,7 22,3
2 19 250,7 293,3 4440 253,3 83,7
3 92 408,0 414.7 517,3 316,0 320,7
4 132,7 429,3 428,0 589,3 506,7 307
5 119,3 552,0 586,7 592,0 549,3 404
6 155,7 528,0 476,0 672,0 604,0 507
7 211,3 576,0 530,7 646, 672,0 638
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Anexo 1b. Crecimiento poblacional (x 10* cel mL™?) de Sc. acutus dosificados con aguas residuales municipales

DILUCION (%)
Dia 0 20 40 60 80 90
1 2 3 i1 2 3 1 2 3 1 2 3 i1 2 3 1 2 3

32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32
20 23 14 132 108 172 174 164 224 156 120 117 132 144 188 25 23 19
16 20 21 144 188 420 300 388 192 504 296 532 272 292 196 116 91 44
88 86 102 396 364 464 480 460 304 676 408 468 256 424 268 464 278 220

86 112 160 536 380 740 552 724 484 576 536 664 632 548 468 380 524 308

0
1
2
3
4 88 97 213 368 424 496 428 504 352 484 584 700 536 584 400 343 425 153
5
6 114 102 251 560 360 664 340 620 468 676 580 760 496 828 488 537 560 429
7

250 147 237 672 388 668 576 668 348 780 640 520 788 668 560 567 678 669




Anexo 2. Variaciones del pH de los cultivos de Sc. acutus dosificados con aguas residuales municipales.

Dia

20

40
2

DILUCION (%)

60
2

80

90

~N~ o o b~ w N O+ O

7,9
8,0
8,4
8,7
8,8
8,8
8,6
8,7

7,8
7,9
8,0
8,3
8,9
8,8
8,7
8,8

7,8
7,8
7,9
8,3
8,8
8,9
8,8
8,6

7,8
8,1
8,3
8,8
8,6
8,8
8,8
8,6

7,9
8,1
8,3
8,9
8,8
8,6
8,5
8,7

7,8
8,0
8,5
8,6
8,9
8,7
8,7
8,7

7,8
8,0
8,4
8,8
8,6
8,8
8,8
8,7

7,8
8,1
8,5
8,9
8,9
8,6
8,7
8,8

7,8
8,1
8,6
8,9
8,8
8,8
8,9
8.9

7,9
8,0
8,5
8,9
8,7
8,6
8,8
9,0

7,8
8,1
8,4
8,8
8,9
8,6
8,9
9,1

7,8
8,2
8,4
8,9
8,7
8,7
8,7
9,0

7,8
8,2
8,5
8,8
8,8
8,8
8,8
8,9

7,8
8,2
8,4
9,0
8,9
8,6
8,8
9,1

7,8
8,2
8,5
8,9
8,9
8,6
8,6
9,0

8,0
8,2
8,5
9,1
91
9,0
8,9
9,1

8,1
8,4
8,6
9,2
9,1
9,0
9,1
9,1

8,1
8,3
8,5
9,2
9,2
9,1
9,2
9,2
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Anexo 3. Determinaciones de la temperatura de los cultivos de Sc. acutus dosificados con aguas residuales municipales.

Dia

2

1

20
2

3

1

40
2

DILUCION (%)

3

1

60
2

3

1

80
2

3

1

90

3

N~ o o~ W N P, O

25,9
25,9
26,8
25,7
26,7
26,9
26,2
26,1

25,6
26,1
26,1
25,9
26,2
25,8
26,4
26,2

25,4
25,8
26,3
25,3
26,0
26,5
26,1
26,2

25,4
25,7
26,9
25,3
25,8
26,4
26,3
26,3

25,7
25,9
26,2
25,6
26,2
26,7
26,3
26,1

25,6
26,2
26,1
25,1
26,4
26,0
26,4
26,3

25,6
26,4
26,0
25,7
25,9
26,3
26,5
26,2

25,7
25,8
26,8
25,4
26,2
25,9
26,4
26,3

25,7
25,6
26,2
25,8
26,1
26,5
26,1
26,3

25,7
25,8
26,9
25,9
26,0
26,4
26,2
26,3

25,4
25,7
26,0
25,7
25,8
26,0
25,9
26,1

25,7
25,9
26,1
24,9
26,3
26,7
26,4
26,2

25,6
25,6
26,7
25,7
26,2
25,9
25,9
26,4

25,7
25,9
26,3
25,8
26,4
26,6
26,4
26,5

25,5
25,2
26,1
25,1
25,9
26,3
26,0
26,2

25,6
25,6
26,2
25,7
25,8
26,5
26,1
26,0

25,7
25,6
26,5
25,6
25,6
26,3
26,0
26,4

25,5
25,7
26,6
25,5
25,7
26,7
25,8
26,2
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Anexo 4: Resultados de muestra de aguas residuales municipales llevadas y analizadas en
el Laboratorio de COLECBI.
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Anexo 5: Resultados de muestras de aguas residuales municipales cultivadas con Sc.
Acutus llevadas para su analisis de E. coli en el Laboratorio de COLECBI.
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