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. RESUMEN.

Se evaluo el uso de Chorella sp. para la remocién de Amonio, Ortofosfato y DQO
de las aguas residuales del sistema de tratamiento de las lagunas de oxidacion
del Cantén Manta. Los tratamientos se realizaron con un volumen de 250 mL de
efluente residual, a escalas de dilucién de 100%, 75%, 50%,25% en relacién a
un control con agua destilada y el in6culo de Microalga Chlorella sp. Los
tratamientos se realizaron en medio natural por un periodo de 23 dias. Se
manifesto el crecimiento 6ptimo en la laguna de maduracion en los tratamientos
de 100 y 75% de dilucidn. Se presenté una remocion de amonio del 86%, al final
del experimento. La remocion maxima de ortofosfato fue de 50%. La remocion
de DQO fue del 69%. Los resultados ofrecen una buena alternativa para el
tratamiento de efluentes residuales en la planta de tratamiento de las lagunas de

oxidacion.

Palabras claves: Efluentes residuales, Chlorella sp. DQO, amonio, ortofosfato,

remocion.

II. SUMARY.

The use of Chorella sp. for the removal of ammonium, orthophosphate and COD
from the wastewater of the treatment system of the oxidation lagoons of Manta
City. The treatments were carried out with a volume of 250 mL of residual effluent,
at 100%, 75%, 50%, 25% dilution scales in relation to a control with distilled water
and the inoculum of Microalga Chlorella sp. The treatments were performed in
natural environment for a period of 23 days. Optimal growth was observed in the
maturation pond in treatments with 100 and 75% dilution. An ammonium removal
of 86% was present at the end of the experiment. The maximum removal of
orthophosphate was 50%. The removal of COD was 69%. The results offer a
good alternative for the treatment of residual effluents in the treatment plant of

oxidation ponds.

Key words: Residual effluents, Chlorella sp. COD, ammonium, orthophosphate,

removal.



lll. INTRODUCCION

3.1 PROBLEMA.

En el caso particular de Manta, cuenta con un sistema de tratamientos de aguas
servidas conformadas por lagunas de oxidacion, que constituyen el tratamiento
de aguas residuales, estas en conjunto tienen una capacidad de
almacenamiento de 350.000 m3, este sistema no tiene capacidad para el
tratamiento adecuado de todas las aguas residuales que se generan
actualmente en la ciudad y la falta de recurso de la empresa publica de aguas
(EPAM), para poder emprender las soluciones urgentes y oportunas ha hecho
que estas aguas sean evacuadas en el cauce del rio incumpliendo la normativa

legal vigente en materia de vertido y disposicién de efluentes (EPAM, 2007).

La ubicacion geografica del canton Manta, provincia de Manabi, trajo consigo el
asentamiento de industrias pesqueras, las cuales se han ido multiplicando con
el desarrollo de la ciudad, lo cual genera un colapso en el sistema sanitario,
provocando un foco de contaminacién en los causes de los rios invernales de la
ciudad, cuyas aguas se unen, antes de confluir al mar. Los ecosistemas costeros
estan siendo receptores de estos efluentes, introduciendo grandes cargas de

nutrientes, lo que podria causar eutrofizacién (Lynch, G., 2007).

3.2CONTEXTUALIZACION. (MACRO-MESO-MICRO)

Desde hace mas de un siglo se viene trabajando en la remocién de materia
organica y de solidos suspendidos contenidos en las aguas residuales de todo
tipo. Recientemente se han incorporado procesos para mejorar la remocién de

nitrégeno y fosforo presentes en aguas residuales (Kargi F. and Uygur A., 2003).

Solo a finales de los afios ochenta y principios de los noventa se observaron los
efectos negativos de las descargas de aguas residuales con aportes de nitrégeno

y fosforo, por lo que el interés de la remocién de estos nutrientes se ha visto



reflejado en un incremento del numero de proyecto de investigacion (You S. J.,
Hsu C. L., Chuang S.H. and Ouyang C.F., 2003).

En este contexto el desarrollo de tecnologias orientadas al cuidado del medio
ambiente, la reutilizacién de los residuos y la generacion de energias limpias de
bajo costo se han tornado indispensables. En estas tecnologias los cultivos de
microalgas adquieren un gran protagonismo al ser considerado eco amigables
(Olguin EJ., 2003)

La importancia y aplicacion de las microalgas en los tratamientos de aguas
residuales, tiene sus antecedentes en la época de Caldwell (1940), quien reporta
los primeros estudios, sobre la posibilidad de utilizar las microalgas como
microorganismos purificadores de aguas residuales, debido al aprovechamiento
de los nutrientes inorganicos contenidos en estas aguas, para favorecer el
crecimiento de las microalgas funcionando este como medio de cultivo

(Margarita Salazar Gonzales, 2006).

El uso de cultivos algales masivos como tratamiento de aguas residuales ha sido
aplicado en numerosos paises, y se ha demostrado un método muy efectivo
(Shelef G, R. Moraine y G, Oron., 1978).

Existe una vasta experiencia en el tratamiento de efluentes contaminados con
aguas residuales utilizando Chlorella sp (Romero, T, 2001). Este género ha sido
aplicado al tratamiento biolégico de aguas residuales, probando su efectividad
en la remocion de nitrégeno, fosforo, DQO y metales. Su uso en la aplicacion de
biorremediacion ha sido bastante amplia, en forma suspendida o inmovilizada,
cComo cepa pura o0 en asociacién con otros microorganismos no fotosintéticos
(Garza, M.T., Almaguer, V., Rivera, J. and Loredo, J., 2010).

Los sistemas de cultivos abiertos como lagunas son sistemas rentables ya que
pueden ser utilizados para tratamientos de aguas residuales de distintas fuentes
(De Godos I, S Blanco, PA Garcia-Encina, E Becares & R Muioz., 2009). Las

ventajas de los sistemas abiertos radican en su bajo costo y facilidad de



construccion y operacion, asi como en la alta durabilidad (Rawat I, R Ranijith-
Jumar,T Mutanda & F Bux , 2011).

Como desventajas encontramos la baja accesibilidad de las células a la luz, la
evaporacion, la necesidad de grandes extensiones de terreno y exposicion a
contaminacion por parte de organismos heterétrofos de rapido crecimiento
(Contreras-Flores C, J Pefa-Castro, L Flores-Cotera & R Canizares- Villanueva,
2003).

3.3ANALISIS CRITICO.

Por tal razdén, es importante asumir investigaciones orientadas hacia el estudio
de las posibles respuestas de las poblaciones algales ante el nitrégeno y el
fésforo, ya que son los principales nutrientes que afectan el crecimiento de las
microalgas, por lo tanto, evaluar la manera en que su disponibilidad sea la

adecuada.

El presente trabajo se realiza con el fin de generar un documento que sirva de
base para mejorar el sistema de tratamientos de las lagunas de oxidacion del
canton Manta, brindando alternativas para el disefio de un sistema de tratamiento
de pulimento utilizando Chorella sp, con el fin de prevenir la contaminacién de
los cuerpos de agua que se encuentran en la zona de influencia, preservar la

flora y fauna de la zona, garantizando el buen vivir de la poblacion.

3.4 DELIMITACION DEL PROBLEMA.

El area de las lagunas actuales esta alrededor de 50 ha. Teniendo en
consideracion 4 lagunas anaerdbicas, 4 lagunas facultativas, 4 lagunas de
maduracion (llustracion 1). Los tratamientos a realizar tuvieron un periodo de 23
dias de cultivo en condiciones ambientales, se implementaron diferentes escalas
de dilucién del efluente 100%, 75%, 50%,25%. En este periodo de tiempo se
comprob? la efectividad de la microalga Chlorella sp. en la remocion de Amonio,
Ortofosfato y DQO.



llustracion 1 Area de muestreo. Lagunas de Oxidacién de la ciudad de
Manta.
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3.5 OBJETIVOS

3.5.1

3.5.2

OBJETIVO GENERAL.

Evaluar la eficiencia de la microalga Chlorella sp. en la remocion de
nutrientes en las diferentes etapas de las lagunas de oxidacion del cantén

Manta.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Caracterizar mediante analisis fisicos quimicos los distintos efluentes de

las lagunas de oxidacion del canton Manta.

Determinar la tasa del indice de crecimiento de la microalga Chlorella sp.

en los distintos efluentes de las lagunas de oxidacién del cantén Manta.

Determinar el porcentaje de remocion de nutrientes, en los distintos

efluentes de las lagunas de oxidacidon del canton Manta.

Comparar la calidad del efluente resultante, utilizando la normativa legal

vigente del libro VI del TULSMA para su disposicion final.



3.6 JUSTIFICACION.

Las actividades del ser humano en su gran mayoria requieren la utilizacion del
recurso agua, el mismo que es importante preservar, debido a esto la utilizacion
debe ser realizada de manera racional. En las actividades realizadas por el
hombre se utilizan quimicos, y estos productos generan ciertos compuestos que
pueden alterar las condiciones adecuadas de los recursos hidricos donde se los
descarga, contaminandolos si no se realiza una gestidon adecuada de los

mismos.

En nuestro medio, no se han reportado mediciones cinéticas precisas de
microalgas de sistemas lagunares, por lo que, una completa caracterizacion de
la composicion y cinética presentes en sistemas de tratamiento lagunares del
cantdén Manta son el primer paso para determinar el potencial y aprovechamiento

de estos microorganismos.

La obtencion de estos resultados permitira desarrollar un modelo ambiental que
permita la operacion y optimizacion del proceso, para que el efluente tratado con
las microalgas cumpla con todos los limites permisibles dentro de la normativa
ambiental que exige el Texto Unificado de Legislacion Secundaria y de esta
manera preservar el medio ambiente para lograr un proyecto socioeconémico y

ambientalmente equilibrado.



IV. MARCO TEORICO.

4.1 MICROALGAS.

El termino microalga se refiere aquellos microorganismos que contiene clorofila
ay otros pigmentos fotosintéticos, capaces de realizar fotosintesis. (Luna, 1997).
Las microalgas son organismos unicelulares eucariotas fotosintéticos (2-200
pMm), que pueden crecer de modo autotréfico o heterotréfico. En general son
altamente eficientes en la fijacién del CO:2 y utilizacién de la energia solar para
producir biomasa, con una eficiencia hasta cuatro veces superior a la de las

plantas. (Cajamarca, 2015).

4.2 ANTECEDENTES HISTORICOS DEL USO DE LAS MICROALGAS.

En 1980, el microbidlogo holandés Beijerick establece cultivos puros de una
microalga de agua dulce: Chorella vulgaris. Algo mas tarde, Otto Warburg (1919)
logrd en el laboratorio cultivos concentrados de Chorella, e introdujo la idea de
utilizar estos cultivos como una herramienta de trabajo en el estudio de la
fotosintesis. Los cultivos de microalgas han sido estudiados por numerosos
investigadores, (José Maria Fernandez Sevilla , 2014) especialmente a una
intensidad de saturacién, son muchos mas productivos que las plantas

superiores o las células foto autotréficas aisladas de las mismas (Luna, 1997).

La produccion masiva de microalgas se llevé a cabo por primera vez en Alemania
durante la Il Guerra Mundial, dirigido a la produccion de lipidos, para lo que se
utilizaron microalgas Chorella, pyrenoidosa y Nitzschia palea (Luna, 1997).
Después de la Il Guerra Mundial comenzé a considerarse la biomasa de
microalgas como un suplemento importante e incluso, capaz de reemplazar a las
proteinas animales o vegetales convencionales para consumo directo del

ganado o del hombre, acortando la ineficiente cadena alimenticia proteica.



En la década de los 50, en Alemania occidental, comenzaron los trabajos sobre
el cultivo de Scenedesmus acutus en los que se planteaba la utilizacion de CO:2
producido en la region industrial del Rhur. Estos trabajos fueron continuados por
Soeder y su grupo, que realizaron importantes aportes al cultivo masivo de
microalgas (Luna, 1997).También, a comienzos de los afios 50 Oswald y sus
colaboradores de la universidad de California, Berkeley, sugirieron la utilizaciéon
de cultivos masivos para tratamiento de aguas residuales y produccion de

proteinas, simultaneamente (1975).

En la década del 80 se establecen numerosas industrias para la produccion de
microalgas, sobre todo Spirulina y Dunaliella en Taiwan, Tailandia, California,
Australia, Hawai e Israel. La produccion de Dunaliella aparece como una de las
mas prometedoras, por sus contenidos en betacaroteno y sus propiedades

terapéuticas (Luna, 1997).

En afos recientes, los desarrollos tecnoldgicos para la produccion masiva de
microalgas han sido significativos en todo el mundo. El resultado practico de este
cultivo masivo, en el contexto de la produccion de microalgas para la
alimentacion, es el desarrollo de una floreciente industria de Chorella en Japon
y Taiwan. Esta microalga se utiliza para la manufactura de tabletas, extractos y
otros alimentos dietéticos, para los que existe Japon un mercado bien
establecido. (Luna, 1997)

En Taiwan, se ha utilizado Chlorella ellipsoidea y Chlorella pyrenoidosa con un
rendimiento de 25+30 g/m?dia. En Asia, actualmente existen numerosas
factorias para la produccion masiva de microalgas de agua dulce para la
alimentacion, principalmente Chlorella sp. El desarrollo de la tecnologia de
cultivos algales ha avanzado mucho hasta nuestros dias, y Cuba se ha integrado
a estos estudios, teniendo en cuenta los beneficios que estos, de forma general,
reportan al desarrollo de la acuicultura. Se conoce, que el desarrollo de la
acuicultura depende, en gran medida, de una exitosa produccion de la semilla
de siembra, es decir, los alevines y las larvas pre-criadas, donde el uso de

microalgas, directa o indirectamente, ha sido de gran importancia.



En la actualidad, las microalgas tienen una vasta aplicacion en varias vertientes
de la vida humana; se utilizan como suplementos dietéticos, en medicina,
farmacéutica, en la industria de los cosméticos, en la busqueda y obtencién de
nuevos combustibles, para la alimentacion de aves de corral, cerdos, rumiantes,
y en la acuicultura, en la alimentacién de peces y de zooplancton, siendo
numerosas las investigaciones que citan la obtencién de mayores indices de

produccién y tratamiento de aguas contaminadas.

4.3USO Y APLICACIONES DE LAS MICROALGAS.

En los ultimos anos se han logrado avances importantes en la utilizacion de las
microalgas para diversos fines como la salud humana, cosmeética, purificacion
de aguas residuales, prevenciéon de la contaminacién acuatica, industria
farmacéutica, acuicultura, produccién de pigmentos y antibioticos, entre otros.
Hay constancia de aproximadamente 493 especies que podrian ser utilizadas
como alternativas de alimentacion para el hombre y otros animales. (Cajamarca,
2015).

El uso de microalgas esta proporcionando a los cientificos numerosas lineas de
investigacion y a los empresarios posibilidades de negocio, debido a la
cantidad de aplicaciones que tienen, como por ejemplo, la produccion de
energia, ya sea en forma de hidrogeno o biocombustibles; o para limpiar el medio
ambiente absorbiendo didxido de carbono y purificando aguas residuales; para
alimentacion y produccion de sustancias como vitaminas, acidos grasos, o
pigmentos; para la industria agraria con la produccién de fertilizantes; para
acuicultura; para biomedicina e incluso para la industria cosmética. (Cajamarca,
2015).
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Las ventajas del cultivo de microalgas se pueden resumir en tres puntos segun
(Cohen, 1986).

El cultivo de microalgas es un sistema bioldgico eficiente de utilizacion de la
energia solar para producir materia organica. Las microalgas crecen mas rapido
que las plantas terrestres y es posible obtener mayores rendimientos anuales de

biomasa.

La composicion bioquimica puede modificarse facilmente variando las
condiciones ambientales y/o la composicion de cultivo. Bajo ciertas condiciones,
muchas especies de microalgas pueden acumular compuestos de interés
comercial en altas concentraciones, tales como proteinas, lipidos, almidén,

glicerol, pigmentos naturales o biopolimeros.

Se han propuesto y desarrollado numerosas aplicaciones de las cianobacterias
y microalgas eucariotas en diversos campos tecnolégicos, en cultivo masivo o
continuo, libres o inmovilizadas, vivas o procesadas, algunas de las cuales se

encuentran en plena explotacion comercial.

Cresswell (Cresswell, 1990) y Akatsuya (Akatsuka, 1990) destacan las

siguientes aplicaciones:

4.3.1 ACUICULTURA.

Actualmente las microalgas constituyen la principal fuente de alimento utilizada
en la nutricion de moluscos, rotiferos y fases larvarias de crustaceos, siendo
ademas utilizadas como complemento en las dietas de peces o como medio para

mantener la calidad del agua.

4.3.2 AGRICULTURA.

Utilizacion de biomasa microalgal como biofertilizantes.
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4.3.3 BIOMEDICINA Y FARMACOLOGIA.

Utilizacion de dietas de adelgazamiento y tratamiento de heridas, algunas
microalgas presentan efectos hipocolesterolemicos, actividad antibacteriana,

anti fungica, inmunoreguladora y antitumoral.

4.3.4 ALIMENTACION HUMANA Y ANIMAL.

Las microalgas representan una fuente de proteinas Single Cell Protein con
posibles aplicaciones en la nutricidn humana, pero principalmente se utiliza como
complemento del peso animal. Los hidrolizados proteicos son de gran utilidad en

la industria medico farmacéutica.

4.3.5 TRATAMIENTO DE AGUA.

Las microalgas se emplean en el tratamiento de aguas residuales,
destoxificacion biolégica y control de metales pesado en aguas naturales o en
aguas industriales contaminadas denominada biorremediacion, la cual se
entiende como la utilizacidn de organismos vivos, de cualquier reino, para
depurar ambientes contaminados. En este caso la fitodepuracién es la utilizacion
de plantas verdes (macrofitas o microfitas) para depurar efluentes liquidos o
gaseosos que nos permiten la eliminacidn de sustancias contaminantes,
aprovechando la capacidad de ellas de metabolizar de dichas sustancias con la

ayuda de la energia solar.

El potencial de las microalgas en la depuracién de aguas residuales urbanas e
industriales se fundamenta en su capacidad de asimilar y eliminar nutrientes,
principalmente nitrégeno y fosforo. Po lo cual este estudio se centra como un
tratamiento terciario para las aguas residuales, es decir que previamente ha
tenido un tratamiento el cual haya eliminado la mayor parte de materia organica

disuelta y suspendida.

12



Algunas especies de microalgas verdes presentan un potencial de tolerancia en
medios elevados de concentraciones en nutrientes. (Wang, 2009). Evaluaron el
crecimiento de la especie Chlorella sp en aguas residuales, en cuatro momentos
distintos de su proceso de tratamiento: previa a la decantacion primaria, tras la
decantacion primaria, después del tratamiento de lodos activos y ya en su ultimo
tratamiento. Su estudio aporta velocidades especificas de crecimiento desde
0.34 d-1 tras los lodos activos hasta 0.95 d-1 para el resultado final) y de

eliminacién de nutrientes y DQO.

En otro estudio, (Ruiz-Marin, 2010) obtuvo un porcentaje de eliminacion de
amonio del 100% y del 60% en cultivos tipo batch de Chlorella sp. estos estan
dirigidos mas bien a su cultivo y la produccion de biodiesel, para lo cual ya se
cuentan con laboratorios de biotecnologia con fines energéticos (Gonzales A,
2000).

Hay estudios enfocados en determinar la presencia de microalgas e identificar
las especies de las mismas en lugares aislados del Ecuador, como es el agua
del glaciar Liniza, en la cual se han encontrado especies de microalgas
denominadas algas de nieve que también se encuentran en zonas volcanicas
del Ecuador (Nedbalova, 2008).

En nuestro medio, actualmente se estan realizando investigaciones enfocadas
en la identificacion de especies de microalgas, en zonas como el Parque
Nacional de Cajas, y en el caso de las lagunas de estabilizacion de Ucubamba
se realizaron estudios de caracterizacion de especies de microalgas presentes

en estas (Janssens., 2010).

4.4DESCRIPCION DEL GENERO CHLORELLA SP.

Las especies de Chlorella son especialmente conocida por su capacidad de
eliminar nutrientes del agua se desarrolla por tanto en medios ricos en nutrientes.
Es conocida por ser una de las microalgas con mas rapido crecimiento. Son
células esféricas, de coloracion verde, se reconocen pirenoides, cloroplastos,

envoltura gelatinosa y auto esporas contienen clorofila a y b. (llustracion 2).
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llustracion 2 Microalga Chlorella

El nombre Chlorella proviene del griego Chloros, que significa verde, y del latin
ella, que significa cosa pequefa, y fue descubierta y nombrada por el holandés
M. W. Beyerinck en 1980. Su color es un verde fuerte debido a su elevado
contenido de clorofila, asi que su capacidad de fotosintesis se multiplica
requiriendo CO2 agua, luz solar y minerales, para dividirse en cuatro células cada
20 horas.

Las especies del genero Chlorella tiene marcadas diferencias en cuanto al
comportamiento ante factores de salinidad, acidez y elevada temperatura
(Kelssler, E., 1986), aunque de forma general toleran amplios intervalos de
salinidad y valores de pH (Oh-Hama, T & Miyashi, S, 1988).

La microalga Chlorella forma parte del género de algas verdes unicelulares de
agua dulce del filo Cholorophyta de las cuales existen 30 especies de Chlorella
segun su clasificacion botanica. Tiene forma esférica y miden de 2 a 10 ym de
diametro, no poseen flagelos. Se reproducen rapidamente a través de la

fotosintesis en medios autotréficos, heterotréficos y mixotroficos.

4.5CLASIFICACION TAXONOMICA DE CHLORELLA

De acuerdo al sistema de clasificacién propuesto por Parra y Bicudo (Parra , O.
y C. Bicudo., 1996) la division de Chloropyta esta representada en 15 ordenes,
los cuales son agrupados segun sus caracteristicas morfologicas en: a) Formas
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unicelulares y coloniales, b) formas filamentosas unicelulares y c) formas

multinucleadas.

Parra y Bicudo establecen un sistema de clasificacion (Tabla 1) para las formas

unicelulares y coloniales.

Tabla 1 Clasificacion para las formas unicelulares y coloniales para Ordenes

Division Chlorophyta Chlorophyta Chlorophyta

Clase Chlorophyceae Chlorophyceae Chlorophyceae

Orden Chlorococcales Chlorococcales Volvocales

Familia Oocystaceae Oocystaceae Chlamydomonadaceae
Genero Chlorella Monoraphidium Chlamydomonas

Fuente: (Parra, O. y C. Bicudo., 1996)

4.6 FUNCION FOTOSINTETICA.

La fotosintesis es un proceso llevado a cabo por organismos foto autétrofo, que
tiene una capacidad de sintetizar materia organica partiendo de la energia del
sol y la materia inorganica. La importancia de este proceso no puede ser
discutida, ya que la vida en la tierra se mantiene fundamentalmente gracias a la
fotosintesis que realizan las algas en medios acuaticos y las plantas en el medio
terrestre ya que estas introducen los nutrientes minerales en la base de la
cadena trdfica de los ecosistemas, generando materia organica que es

consumida por organismos superiores.
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4.7FUNCION DEPURADORA.

La fitorremediacién, se define como el uso de plantas verdes para poder eliminar
los contaminantes del entorno o para reducir su peligrosidad. (Salt, D.E., Smith,
R.D., Raskin, I, 1998)

Las algas han ido ganando atencién debido a su potencial de eliminacién de
nutrientes en las aguas residuales urbanas (De-Bashan, L., Bashan, Y., 2010) ,
industriales (Bordel, S., Guieysse, B., Mufioz, R. , 2009) y de la agroindustria
(Olguin, E.J. , 2003).

Numerosos estudios destacan la reduccion de COz2 por parte de las microalgas,
debido al efecto invernadero del gas y el hecho que las microalgas puedan fijar
CO2 con una eficiencia de 10 y 50 veces mejor que las plantas terrestres. Cabe
destacar también el potencial que tiene las microalgas en la eliminacién de
metales pesados en las aguas residuales. En 1986 Gale registro una remocion
del 99% de metales disueltos en agua de la mineria por medio de microalgas
(Abdel-Raouf N, 2012). Varios autores determinaron una remocion del 100%
utilizando Scenedesmus y Chlorella para Mn. 96,5-98%, para Fe 77,4-85%, para
Zn 77,5-95%, para Cr 52,3-64% y para Ni 77,3-81%. (Hammouda O, 1995)

4.8CRECIMIENTO.

La composicion y la productividad de las microalgas estan determinadas
principalmente por la alcalinidad del medio, el pH, la temperatura, la
disponibilidad y concentracion de nutrientes, la intensidad y tipo de luz, la
densidad celular del cultivo y la contaminacion o depuracion por otros
organismos. En promedio las microalgas duplican su biomasa a las 24 horas.
Sin embargo, en fase exponencial algunas microalgas pueden duplicar su

biomasa en tiempos tan cortos como 3,5 horas (Brenan, M., Owende, P., 2010).

Segun (Lee, Y.-K. and Shen, H., 2004) las fases de crecimiento que se

desarrollan en un cultivo de microalgas son: (llustracion 3).
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Fase de latencia: se observa en la fase inicial del crecimiento, con frecuencia
ocurre un retardo en el desarrollo de las células, debido al ajuste fisiologico por

los cambios en las condiciones de nutrientes o del medio de cultivo.

Fase exponencial: llamada también fase de crecimiento acelerado, en el cual
las células se han adaptado al medio, y comienzan a multiplicarse y crecen en

forma exponencial.

Fase de crecimiento lineal: conforme al cultivo va creciendo se produce una
disminucion de nutrientes, cambios de pH y alteracion de otros factores como

consecuencia del incremento de la poblacién. (Romo Pifera, 2002).

Fase estacionaria: en esta ya no se observa una division celular neta, es decir
que el numero de células alcanzado se mantiene constante por cierto periodo de

tiempo debido al balance entre la natalidad y mortalidad que presenta el cultivo.

Fase de muerte: en esta fase las células empiezan a morir, aunque pueden

durar en la fase estacionaria semanas e incluso meses. (Romo Pifnera, 2002).

Densidad Celular
[0 ]

Tiempo

llustracion 3 Curva de Crecimiento de un cultivo de microalgas. 1.- Fase de
latencia. 2.- Fase exponencial. 3.- Fase de crecimiento lineal.4.- Fase
estacionaria.5.- Fase de muerte. (Fogg, 1987).
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49PARAMETROS QUE INFLUYEN EN EL CRECIMIENTO DE LAS

MICROALGAS.

Como todo organismo vivo, las condiciones fisicas tienen una gran influencia en
el crecimiento de las microalgas. Cada especie tiene un particular intervalo de
temperatura, intensidad de luz, salinidad, pH, nutrientes dioxido de carbono y

oxigeno para la produccion de un maximo crecimiento. (Romo Pifiera, 2002).

49.1 LUZ

Las microalgas son microorganismos que convierten la energia luminica en
metabdlica mediante la fotosintesis, esta energia luminica puede ser recibida de
forma natural en ciclos de dia y noche o artificial, que a su vez puede ser de
forma continua o discontinua en ciclos alternados de luz y obscuridad. (Romo
Pifiera, 2002). Se han encontrado diversos estudios que sostienen que a altas
intensidades de luz la produccién de polisacaridos en las células tiende a
aumentar. (Ruiz Martinez, 2011) (Richmond, 2004).

4.9.2 PH.

El pH puede afectar muchos de los procesos bioquimicos asociados con el
crecimiento y metabolismos de las algas, incluso la disponibilidad de los iones
de Nitrégeno como nutrientes. El rango de pH generalmente varia de 8 y 10
aunque para la produccién de masa el pH recomendable esta alrededor de 8.1y
8.7; valores de pH excesivamente bajos o altos disminuyen la productividad.
(Ruiz Martinez, 2011) (Park, 2010).

4.9.3 SALINIDAD.

La concentracion de sales inorganicas disueltas, tanto en agua dulce como
marinas, pueden potencialmente afectar al crecimiento de las microalgas en
funcion de su actividad osmotica. El efecto de salinidad adquiere mas influencia
cuando se relaciona con otras variables, como temperatura, luz, fuente de

nitrégeno y concentracion de nutrientes. El intervalo de salinidad 6ptimo para
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una microalga depende de la especie, para microalgas clorofitas la salinidad
optima oscila entre 25 y 35 g/L (Abalde, 1995).

4.10 NUTRIENTES

Desde mediados del siglo XX se sabe que las microalgas son eficientes en la
remocion de nitrogeno y fosforo en aguas residuos. (Hammouda O, 1995)
(Abdel-Raouf N, 2012) (Park, 2010). Esto se debe a que son nutrientes
esenciales en la formacion biomasa (Georgakakis, 2011). Por lo que incorporan
el amonio. Nitrato, y fosforo por absorcion directa (Wong, 1996). Las principales
formas que se encuentra el nitrdgeno en las aguas residuales son NH*4 (amonio),
NO- (nitrito) y NO-3 (nitrato), mientras que fosforo se presenta como PO3
(ortofosfato) (Abdel-Raouf N, 2012) (Hammouda O, 1995).

4.10.1 NITROGENO

El nitrégeno es el nutriente mas importante que contribuye a produccion de
biomasa. Ademas, es un factor critico para la regulacién del contenido lipidico
celular de las microalgas. Sin embargo, en exceso puede disminuir el crecimiento
celular. (Park, 2010). La fuente de nitrégeno puede ser suministrada como nitrato
(NOs3), amonio (NHa), o urea. (Richmond, 2004).

4.10.2 FOSFORO.

El fosforo es esencial para el crecimiento de las algas, asi como para varios
procesos como la transferencia de energia, biosintesis de acidos nucleicos, etc.
El contenido de fosforo en las células esta alrededor del 1% de la biomasa;
ademas es uno de los factores mas importantes para el crecimiento de las algas
en biotecnologia y puede ser suministrado como ortofosfato (PO4). El suministro
de fosforo influencia a la composicion de la biomasa producida, especialmente

en el contenido de lipidos y carbohidratos. (Richmond, 2004).
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411 LAGUNAS DE OXIDACION.

Las lagunas de estabilizacion son el método mas simple de tratamiento de aguas
residuales que existe. Estan construidas por excavaciones poco profundas,
generalmente tienen forma rectangular o cuadradas. Estas tienen como objetivo
remover de las aguas residuales la materia organica que ocasiona la
contaminacion, ademas de eliminar los microorganismos patdogenos que
representan un grave peligro para la salud. La eliminacién de materia organica
en las lagunas es el resultado de una serie compleja de procesos fisicos,
quimicos, y biolégicos. Los procesos bioldégicos mas importantes que tiene lugar

en una laguna son:

Oxidacion de la materia organica. Se da por bacterias aerdbicas, la respiracion
bacteriana provoca la degradacion de la DBOs del agua residual hasta CO2 y

H20 produciendo energia y nuevas células.

Produccion fotosintética de oxigeno. La fotosintesis algal produce a partir de

COg, nuevas algas y Oz que es utilizado en respiracion bacteriana.
Digestion anaerobia de la materia organica con produccion de metano.

412 TIPOS DE LAGUNAS DE OXIDACION.

Las lagunas de oxidaciéon suelen clasificarse en: lagunas aerobias anaerobias
facultativas y de maduracion, la ciudad de Manta tiene como modelo de
tratamiento de aguas residuales las lagunas de oxidacion que se encuentra
ubicada a casi 1 km de distancia al sur del sitio mas poblado de la ciudad de
manta (cooperativa 24 de Mayo). Estan en un terreno de 50 Ha y se distribuyen
de la siguiente manera 4 lagunas anaerobias, 4 lagunas facultativas y 4 lagunas

de maduracion. (Macias, 2017).

4.12.1 LAGUNAS ANAEROBIAS.

El tratamiento se lleva a cabo por accion de bacterias anaerobias. Como

consecuencia de la elevada carga organica y el otro periodo de retencion del
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agua residual, el contenido de oxigeno disuelto se mantiene muy bajo o nulo
durante todo el aino. El objetivo perseguido es retener la mayor parte posible de
material solido en suspension, que pasan a incorporarse a la capa de fangos

acumulados en el fondo y eliminar parte de la carga organica.

Las lagunas anaerobias suelen tener una profundidad entre 2 y 5m, el parametro
mas utilizado para el disefio de la laguna anaerobia es la carga volumétrica que
por su alto valor lleva a que sean habituales tiempos de retencion con valores

comprendidos entre 2-5 dias (Romero, 1999).

4.12.2 LAGUNAS FACULTATIVAS.

Son aquellas que poseen una zona anaerobia y otra aerobia siendo
respectivamente en el fondo y superficie. El fin de estas lagunas es estabilizar la
materia organica en un medio oxigenado proporcionado principalmente por las
algas presentes. Las profundidades de estas lagunas estan comprendidas de 1
y 2 m para facilitar un ambiente oxigenado en la mayor parte del perfil vertical.
(Rolim, 2000).

Las bacterias y algas actuan en forma simbidtica, con el resultado global de la
degradacion de la materia organica. Las bacterias utilizan el oxigeno
suministrado por las algas para metabolizar en forma anaerdbica los compuestos
organicos. En este proceso se liberan nutrientes solubles (nitrato y el fosfato) y
el diéxido de carbono en grandes cantidades, estos son utilizados por las algas
en su crecimiento. De esta forma, la actividad de ambas es mutuamente
beneficiosa. (Rolim, 2000).

4.12.3 LAGUNAS DE MADURACION.

Este tipo de lagunas tiene como objetivo eliminar las bacterias patdgenas.
Ademas de su efecto desinfectante, las lagunas de maduracion cumplen otros
objetivos, como son la nitrificacion del nitrogeno amoniacal, cierta eliminacion de
nutrientes, clarificacion del efluente y consecucién de un efluente bien

oxigenado. Tiene un tiempo de retencion de 3 a 10 dias cada una, y con una
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profundidad de 1.5m. Estas constituyen la ultima etapa del tratamiento. (Rolim,
2000).

4.13 PRESENCIA DE MICROALGAS EN LOS SISTEMAS DE LAGUNAS DE

OXIDACION.

La microbiologia en los sistemas de tratamiento de aguas residuales es compleja
y muy variada. Los procesos microbioldgicos que se llevan a cabo en estos
sistemas son de mucha importancia ya que juegan un papel importante para la

depuracion de las aguas residuales.

En los sistemas de lagunas existen las condiciones adecuadas para el
crecimiento adecuado de las microalgas debido a su alta presencia de luz,

nitrégeno inorganico (amonio y nitritos) y fosforo. (Abdel-Raouf N, 2012).

414 MARCO LEGAL.

Constitucion Politica del Ecuador, R. O. No. 449 del 20 de octubre del 2008.

La Constitucién establece una serie de disposiciones con el fin de brindar
derechos, regular y sancionar acciones dentro del territorio nacional. Los
articulos que aplican para la presente auditoria ambiental se detallan a

continuacion.

Titulo 1l. Derechos

Capitulo Segundo. Derechos del buen vivir
Seccidén segunda. Ambiente sano

Art. 14.- Se reconoce el derecho de la poblacién a vivir en un ambiente sano y
ecologicamente equilibrado, que garantice la sostenibilidad y el buen vivir, sumak
kawsay. Se declara de interés publico la preservacion del ambiente, la

conservacion de los ecosistemas, la biodiversidad y la integridad del patrimonio
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genético del pais, la prevencidn del dafio ambiental y la recuperacion de los

espacios naturales degradados.

Art. 15.- ElI Estado promovera, en el sector publico y privado, el uso de
tecnologias ambientalmente limpias y de energias alternativas no contaminantes
y de bajo impacto. La soberania energética no se alcanzara en detrimento de la
soberania alimentaria, ni afectara el derecho al agua. Se prohibe el desarrollo,
produccion, tenencia, comercializacion, importacion, transporte,
almacenamiento y uso de armas quimicas, bioldgicas y nucleares, de
contaminantes organicos persistentes altamente toxicos, agroquimicos
internacionalmente prohibidos, y las tecnologias y agentes bioldgicos
experimentales nocivos y organismos genéticamente modificados perjudiciales
para la salud humana o que atenten contra la soberania alimentaria o los
ecosistemas, asi como la introduccion de residuos nucleares y desechos toxicos

al territorio nacional.
Capitulo séptimo. Derechos de la naturaleza.

Art. 71.- La naturaleza o Pacha Mama, donde se reproduce y realiza la vida,
tiene derecho a que se respete integralmente su existencia y el mantenimiento y
regeneracion de sus ciclos vitales, estructura, funciones y procesos evolutivos.
Toda persona, comunidad, pueblo o nacionalidad podra exigir a la autoridad
publica el cumplimiento de los derechos de la naturaleza. Para aplicar e
interpretar estos derechos se observaran los principios establecidos en la

Constitucion, en lo que proceda (...).

Art. 72.- La naturaleza tiene derecho a la restauracion. Esta restauracion sera
independiente de la obligacidon que tienen el Estado y las personas naturales o
juridicas de Indemnizar a los individuos y colectivos que dependan de los
sistemas naturales afectados. En los casos de impacto ambiental grave o
permanente, incluidos los ocasionados por la explotacion de los recursos
naturales no renovables, el Estado establecera los mecanismos mas eficaces
para alcanzar la restauracion, y adoptara las medidas adecuadas para eliminar

o mitigar las consecuencias ambientales nocivas. Art. 73.- El Estado aplicara
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medidas de precaucion y restriccion para las actividades que puedan conducir a
la extincion de especies, la destruccion de ecosistemas o la alteracion

permanente de los ciclos naturales (...).

Art. 74.- Las personas, comunidades, pueblos y nacionalidades tendran derecho
a beneficiarse del ambiente y de las riquezas naturales que les permitan el buen
vivir. Los servicios ambientales no seran susceptibles de apropiacion; su

produccion, prestacion, uso y aprovechamiento seran regulados por el Estado
Ley Organica Reformatoria al Codigo Organico Integral Penal

Capitulo cuarto. Delitos contra el ambiente y la naturaleza o Pacha Mama

Seccidén segunda. Delitos contra los recursos naturales

Art. 251.- Delitos contra el agua.- La persona que contraviniendo la normativa
vigente, contamine, deseque o altere los cuerpos de agua, vertientes, fuentes,
caudales ecoldgicos, aguas naturales afloradas o subterraneas de las cuencas
hidrograficas y en general los recursos hidrobiolégicos o realice descargas en el
mar provocando dafnos graves, sera sancionada con una pena privativa de
libertad de tres a cinco afnos. Se impondra el maximo de la pena si la infraccidon
es perpetrada en un espacio del Sistema Nacional de Areas Protegidas o si la
infraccion es perpetrada con animo de lucro o con métodos, instrumentos o

medios que resulten en dafnos extensos y permanentes.
Ley Organica de Recursos Hidricos, usos y aprovechamiento del agua

Regula y controla la autorizacidn, gestidn, preservacion, conservacion,
restauracion, de los recursos hidricos, uso y aprovechamiento del agua, la
gestion integral y su recuperacion, en sus distintas fases, formas y estados
fisicos, para garantizar el buen vivir y los derechos de la naturaleza establecidos

en la Constitucion.
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4.14.1 LIBRO VI DEL TEXTO UNIFICADO DE LEGISLACION SECUNDARIA
DEL MINISTERIO DEL AMBIENTE: NORMA DE CALIDAD AMBIENTAL

Y DE DESCARGA DE EFLUENTES AL RECURSO AGUA

La presente norma técnica ambiental revisada y actualizada es dictada bajo el
amparo de la Ley de Gestion Ambiental y del Reglamento a la Ley de Gestion
Ambiental para la Prevencion y Control de la Contaminacion Ambiental y se
somete a las disposiciones de éstos, es de aplicacién obligatoria y rige en todo

el territorio nacional. La presente norma técnica determina o establece:

a) Los principios basicos y enfoque general para el control de la contaminacion

del agua;

b) Las definiciones de términos importantes y competencias de los diferentes

actores establecidas en la ley;
c) Los criterios de calidad de las aguas para sus distintos usos;

d) Los limites permisibles, disposiciones y prohibiciones para las descargas en

cuerpos de aguas o sistemas de alcantarillado;
e) Permisos de descarga;

f) Los parametros de monitoreo de las descargas a cuerpos de agua y sistemas
de alcantarillado de actividades industriales o productivas, de servicios publicas

o privadas;

g) Métodos y procedimientos para determinar parametros fisicos, quimicos vy

bioldgicos con potencial riesgo de contaminacién del agua.

En Ecuador los limites permisibles, disposiciones y prohibiciones para las
descargas en cuerpos de aguas o sistema de alcantarillados; los criterios de
calidad de las aguas para sus distintos usos; y, los métodos y procedimientos
para determinar la presencia de contaminantes en el agua, estan establecidos

en la Norma de Calidad Ambiental y de Descarga de Efluentes: Recurso Agua.

25



Dicha norma tiene como objetivo principal, proteger la calidad de recurso agua
para salvaguardar y preservar la integridad de las personas, de los ecosistemas

y sus interacciones y del ambiente en general. (Libro VI, Republica del Ecuador,

2008).

Se definen las normas de descarga de efluentes a un cuerpo de agua o receptor:

Agua dulce y agua marina, las cuales son:

e Toda descarga a un cuerpo de agua marina debera cumplir con los
valores establecidos a continuacion. (Tabla 2).
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Tabla 2 Limites de descarga a un cuerpo de agua marina (Libro VI, Republica

del Ecuador, 2008)

Parametros Expresado como Unidad  Limite maximo permisible
Aceites y Grasas mg/l 0,3
Arsénico total As mgll 0,5
Alkil mercurio mg/l No detectable
Aluminio A mg/l 5
Bario Ba mgll 5
Cadmio Cd mg/l 0,2
Cianuro total CN mg/l 0,2
Cobre Cu mg/l 1
Cobalto Co mg/l 0,5
Coliformes Fecales nmp/100 ml [1]Remocidén >al 99,9%
unidades * Inapreciable en
Color e Coorreal o color  dilucion: 1120
Cromo hexavalente Cr'f mgll 0,5
Compuestos fendlicos Expresado como mg/l 0,2
fenol
Demanda Bioquimica de
Oxigeno (5 dias) D.B.O;. mg/l 100
Demanda Quimica de Oxigeno D.Q.0. mg/l 250
Fésforo Total P mg/l 10
Fluoruros F mgll 5
H|drc?carburos Totales de TPH mg! 20
Petrdleo.
Materia flotante Visibles Ausencia
Mercurio total Hg mg/l 0,01
Niquel Ni mg/l 2
Nitrdgeno Total kjedahl N mg/l 40
Plata Ag mg/l 0,1
Plomo Pb mgll 05
Potencial de hidrégeno pH
Selenio Se mg/l 0,2
Sélidos Suspendidos Totales mg/l 100
Sulfuros S mg/| 0,5
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415 HIPOTESIS.

La aplicacion de la microalga Chlorella sp. generara una remocion de nutrientes
sobre los diferentes puntos de muestra dentro de las lagunas de oxidacion del

Canton Manta.

416 VARIABLES

4.16.1 VARIABLES INDEPENDIENTES.

En nuestro trabajo de investigacion se tom6 como variable independiente las
escalas de dilucion de los efluentes de las diferentes etapas de tratamiento de
las lagunas de oxidacién. Estas escalas serian 100%,75%,50%,25% ademas de

contar con el control.

4.16.2 VARIABLES DEPENDIENTES.

Se trataron como variables dependientes los parametros fisicos quimicos como
Amonio Ortofosfato y DQO
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V. METODOLOGIA
5.1LUGAR DE PROCEDENCIA DE LAS MUESTRAS.

Las muestras de efluentes residuales se las tomaron de las lagunas de oxidacion
de la planta de tratamiento, ubicada en el cantén Manta. Las lagunas de
oxidacion se encuentran ubicadas a casi 1 km de distancia al sur del sitio mas
poblado de la ciudad de manta (cooperativa 24 de Mayo). Debido a la expansion
demografica poblacional en los ultimos 10 anos, el antiguo sistema lagunar
comprendia 25 Ha. y se encontraba distribuido de la siguiente manera: lagunas
anaerobias, facultativas y de maduracién. Este sistema de tratamientos de aguas
residuales no cubria la demanda para el debido tratamiento de las aguas
residuales domestica e industriales de la urbe, para esto se realiz6 la ampliacion
de las lagunas tomando en consideracién cubrir un caudal de 30.000 m?/dia, sin
embargo, los disefios de las mismas no cumplen con el tiempo de retencidn

minimo. (Macias, 2017).

El area de la laguna actualmente esta alrededor en 50 Ha. Comprendida en
cuatro lagunas anaerobias, cuatro lagunas facultativas, cuatro lagunas de
maduracion. El fundamento principal para el correcto tratamiento de aguas
residuales en los sistemas de lagunas de oxidacién se basa en el tiempo de
retencion y profundidad de las lagunas dando lugar a los fendbmenos de
autodepuracion. (Macias, 2017). La muestra de agua residual para la presente
investigacion fue tomada de las distintas etapas de tratamiento que se situan en

las lagunas de oxidacion; lagunas anaerobicas, facultativas y de maduracion.

5.2CONDICIONES DEL CULTIVO.

El trabajo presentado consistido en una simulacion de un cultivo tipo batch o por
caga de la microalga Chlorella sp. Se realizé ensayos bajo condiciones naturales
no controladas con diluciones a razén de 25%, 50%,75%,100% del efluente
procedente de las lagunas de oxidacion en sus diferentes etapas de tratamiento.
Se monitorearon 4 tratamientos con 3 repeticiones. Las muestras de efluentes

fueron colectadas en envases de plasticos de 4L, debidamente lavados y
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esterilizados con el efluente correspondiente, transportadas inmediatamente a
laboratorio y refrigeradas a 4°C, se tomaron muestras de cada tipo de tratamiento

existentes en las lagunas de oxidacion.

5.3CEPA DE MICROALGA

Se utiliz6 una cepa de la microalga Chlorella sp provenientes del efluente
resultante de las lagunas de oxidacion del canton Manta la cual sera aislada y
mantenida en medio de cultivo WC. Esta fue aislada en medio de cultivo solido
(Lund, J.W.G. Kipling, C. y LeCren E.D., 1958) y por medio de diluciones
seriadas (Alveal M., E. Ferrario,E. Oliveira y E. Sar, 1995). (llustracién 4)

Muestra Original i
] Sing

Placas Petri con medio nutritivo + agar 1% p/v 1mL

\LLLO|| =

N°1 N2 N3 N4
15 ; 1:25 : 1:125 | 1:625

Rayado en agar —*

llustracion 4 Aislamiento de cultivo solido y por medio de diluciones seriadas.

Una vez obtenido el inoculo de la microalga Chlorella sp, en fase exponencial,
se preparo un cultivo de Chlorella sp para utilizar como cultivo iniciador y utilizar
como inoculo para los diferentes tratamientos en los diferentes tipos de efluentes
de las lagunas de oxidacion con las diluciones antes mencionadas. Los cultivos
se realizaron en frascos de vidrio con una mezcla de efluente previamente filtrada
de las lagunas de oxidacion y agua destilada y 5 ml del inoculo de un cultivo de
Chlorella sp en fase logaritmica desarrollado en un medio de Cultivo WC, con
1417500 (cel/mL).

Al inicio de los tratamientos se realiz6 la caracterizacion fisica y quimica de los

cultivos, los analisis incluyeron: (Tabla 3).
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Tabla 3 Analisis fisico quimicos

Analisis Métodos

DQO Apha et al 2005

Analisis fisicos Potenciémetro Benchtop water quality meter-
860033

Amonio Método calorimetro estandar aplicando kit de
Merck

Ortofosfato Método colorimetro estandar aplicando kit de
Merck

5.4 CUANTIFICACION DE LOS PORCENTAJES DE REMOCION.

Para el calculo del porcentaje de remocion de los indicadores de contaminacion
del agua y nutrientes, obtenidos con el cultivo de la microalga Chlorella sp en
el proceso de depuracion de las aguas residuales se tuvo en cuenta la siguiente

expresion (Scavo, 2004).

., Cantidad inicial-Cantidad Final
% Remocion= : — x 100
Cantidad Inicial

5.5 MEDIO DE CULTIVO.

Las microalgas requieren, ademas de energia luminica, nutrientes, minerales
para su crecimiento, sin embargo, debido a que no todas las microalgas tienen
los mismos requerimientos nutricionales, no todos los medios de cultivos son
aptos para cultivar masivamente cualquier especie. El medio de cultivos contiene
principalmente nitrégeno, fosforo, carbono, y otros minerales que en diferentes
proporciones suministran una fuente de alimento para las microalgas (Cobelas,
1989).
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El medio de cultivo convencional utilizado para el desarrollo del inoculo es WC

por UTEX y esta conformado por: (Tabla 4).

Tabla 4 Composicion del Medio de Cultivo WC

Composicion Formula Cant.
Nitrato de sodio NaNOs (Fisher BP360-500) 1 mL/L
Cloruro de calcio dihidratado CaCl2-2H20 (Sigma C-3881) 1 mL/L
Sulfato de magnesio MgSO4-7H20 (Sigma 230391) 1 mL/L
heptahidratado

Bicarbonato de sodio NaHCOs3 (Fisher S 233) 1 mL/L
Silicato de sodio Na2SiO3-9H20 (Sigma 307815) 1 mL/L
Acido bérico H3sBOs (Baker 0084) 1 mL/L
Fosfato di potasico K2HPO4 (SIGMA P 3786) 1 mL/L
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Relacion volumétrica para cultivo del inoculo de la microalga Chlorella sp. en
efluentes de la laguna de oxidacion tratamientos anaerobio, facultativo, y de

maduracioén. (Tabla 5).

Tabla 5 Relacion volumétrica para cultivo de la microalga Chlorella sp.

N° Codigo Volumen total Volumen del efluente dela Volumen de Volumen del

preparado laguna segun su fase de Agua inoculo de
tratamiento mL destilada Chlorella sp
1 T.Ax 250 mL 62.5 mL 182.5 mL 5mL
2 T.As 250 mL 125 mL 120 mL 5mL
3 T.Ars 250 mL 187.5 mL 57.5 mL 5mL
4 T. Ao 250 mL 250 mL 0 mL 5mL
5 T.Fx 250 mL 62.5 mL 182.5 mL 5 mL
6 T.Fso 250 mL 125 mL 120 mL 5mL
7 T.Fs 250 mL 187.5 mL 57.5 mL 5mL
8 T.Fino 250 mL 250 mL 0 mL 5 mL
19 T.Mxs 250 mL 62.5 mL 182.5 mL 5mL
10 T.Mso 250 mL 125 mL 120 mL 5mL
11 T.Mgss 250 mL 187.5 mL 57.5mL 5mL
12 T. M1oo 250 mL 250 mL 0 mL 5mL

5.6 CONTAJE CELULAR EN MICROALGAS.

El contaje celular es una de las técnicas mas utilizadas dependiendo de la
poblacion microalgas que se obtengan en un cultivo. Las microalgas unicelulares

pueden ser monitoreadas con una camara Neubauer. (Morales, 2014).

Camara Neubauer: es una camara de vidrio utilizada para realizar recuentos de

diferentes microorganismos. De 0.1 mm de profundidad, consta de 9 cuadros
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lados 1 mm, cada uno de los cuales corresponden a un volumen de 0.1 L. Los

cuatro extremos estan divididos en 16 cuadros pequefios. (llustracion 5).

llustracion 5 Detalle de la rejilla de la Camara Neubauer. ABCD son los cuadros
en donde se realizd los conteos para el recuento celular y poder determinar la
densidad optica. Fuente: Celeromics, 2010

y
131 it 1 ad: e 2o
HE 1
[X] 2211 (T R 'v
' | 3] |
|
: |

Férmula para determinar el recuento celular (Guillard, 1973).
DC = N x 10*
DC= densidad celular (cel. /mL).

N= numero de células presentes en 1mm2.este numero de células se dividen de

acuerdo al nimero de cuadrantes contados.
10*= factor de conversionde 0.1 yL  a 1 mL

5.7TASA DE CRECIMIENTO.

Para determinar la tasa de crecimiento (M) se utilizd la concentracién diaria

registrada y se calcul6 con la siguiente formula descrita por (Guillard, 1973).

_ In(x; — x1)
ot -t
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Donde:

M= tasa de crecimiento (divisiones/dia)
X2=densidad celular t2

X1= densidad celular en t1

Ln= logaritmo

5.8 TIEMPO DE DUPLICACION.

El tiempo de duplicacion Td en el cultivo fue expresado en las mismas unidades
de tiempo que W, calculada a partir de una estimacién de p con el uso de la

ecuacion propuesta por (Wood, 2005).

l
Td =2
U

Donde:

Td= tiempo de duplicacion

Ln2= logaritmo en base 2

p= tasa de crecimiento (divisiones/dia).

5.9PARAMETROS ANALIZADOS

5.9.1 DQO

La DQO fue analizada por el método colorimétrico estandar (American Pubic
Health Association (APHA), 1998) usando soluciones de digestion MERCK para
concentraciones de 100 1500 mg/L: a) Solucion A cédigo 1.14679.0495 (2,2 mL)
y b) Solucién B codigo 1.14680.0495 (1,8 mL). Las muestras fueron diluidas
apropiadamente y llevadas a digestién (1,0 mL) en los tubos que contenian las
soluciones digestoras, durante 2 horas a 150+2°C, en un bloque de digestion

marca Velp Scientifica Eco 16. La medicion espectrofotométrica se realizaron a
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605 nm (recomendada por el método MERCK), con un espectrofotometro

MERCK Spectroquant® Pharo 100. Los resultados se reportan mgO2/L.

5.9.2 DETERMINACION DE SOLIDOS SUSPENDIDOS.

Las concentraciones de SST se cuantificaron aplicando el método gravimétrico
estandar, mediante la determinacion del peso constante (+0,5 mg de variacion
entre pesadas consecutivas) (balanza analitica ADAN Pw 254) de las muestras
secadas a 104%1 (estufa SELECTA) Y 550°C (mufla SELECTA N-8I)
respectivamente. Los efluentes fueron filtrados (bomba de vacio THOMAS
SCIENTIFIC  modelo DQA-P1040-AA) sobre discos de fibra de vidrio
WHATMAN tipo GF F, 4,7 cm de diametro tamafo de poro 0.7 um.

5.9.3 DETERMINACION DE AMONIO.

El nitrbgeno amoniacal se determind con el método colorimetro estandar
(método de Nessler), basado en la formacion de un complejo coloreado amarillo
(yoduro de dimercuriaminio), cuya capacidad de absorcion de luz puede ser
cuantificada en un espectrofotdmetro (American Pubic Health Association
(APHA), 1998) Este método fue aplicado mediante el uso de un kit de test
MERCK para el analisis de NH4*, con un rango de trabajo de 0.05 a 3.00 mgN-
NH4*/L, y de un espectrofotdmetro MERCK Spectroquant ® Pharo 100, para la
estimacion de la concentraciones, bajo el modo de concentracion (curva de

calibracion interna). Se realizaron diluciones cuando se hizo necesario.

5.9.4 DETERMINACION DE ORTOFOSFATO.

Los iones ortofosfato fueron determinados por el método colorimetro estandar
del acido ascorbico, mediante la formacion de un complejo coloreado azul (azul
de molibdeno), cuya capacidad de absorcion de luz puede ser cuantificada en un
espectrofotometro (American Pubic Health Association (APHA), 1998). Este
método fue aplicado, mediante el uso de un kit de test MERCK para el analisis
de PO4%*, con un rango de trabajo de 0.05 a 5.00 mgP-PO4%/L, y de un
espectrofotometro MERCK Spectroquant® Pharo 100, para la estimacion de las
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concentraciones, bajo el modo de concentracion (curva de calibracion interna).

Se realizaron diluciones cuando se hizo necesario.

5.10 PROCESAMIENTO ESTADISTICO.

Los resultados obtenidos fueron analizados mediante un ANOVA de una via,
seguidos de un test de TUKEY para determinar diferencias significativas entre
grupos de medias. Todos los analisis fueron realizados en el programa

estadistico InsTat3.
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V. DESCRIPCION Y ANALISIS DE LOS RESULTADOS.

Tabla 6 Caracterizacion inicial (promedio * desviacion estandar) de los efluentes
de las lagunas de oxidacion del canton Manta. LA: laguna anaerobia, LF: laguna

facultativa, LM: laguna de maduracion

Parametro

pH

Conductividad (mS/cm)

Salinidad (mg/L)

DQO (mg/L)

Amonio (mg/L)

Ortofosfato (mg/L)

SST (mg/L)

Enla Tabla 6. Se presentan los resultados de la caracterizacion inicial de los tres
efluentes de las lagunas de oxidacién de la planta de tratamiento del cantén

Manta, los cuales difieren en su composicion fisica, quimica, como resultado de

su origen.

Laguna Anaerobia

8,2510,05
4,33+0,76
1,9+1
3000+102
1,13+0,5
66,44+34,12

56,56%45,23
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Laguna
Facultativa

7,88+0,32
4,12+0,45
1,8+1
2654154
0,65%0,76
58,47+21,74

62,74+55,39

Laguna
Maduracion

8,04+0,12
4,61+0,67
21,4
1143+39,56
0,45%0,32
40,01+12,03

58,75+54,13



llustracion 6 Dinamica de crecimiento del Inoculo de Chlorella sp. en medio
de cultivo WC por un periodo de 23 dias.

INOCULO

1600000
1400000
1200000
1000000
800000
600000
400000
200000

Densidad celular (cel/mL X 10n4)

0
123 456 7 8 91011121314151617 18 19 20 21 22 23

Dias

La ilustracion 6 nos muestra la dinamica de crecimiento de la microalga Chlorella

sp en un medio de cultivo WC, en un periodo de 23 dias.
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llustracion 7 Dinamica de crecimiento poblacional de la microalga
Chlorella sp. en las diferentes etapas de tratamiento de las lagunas de
oxidacion

Laguna Anaerobia

DENSIDAD CELULAR (cel/mL x 10a4)
IN

1234567 891011121314151617181920212223
DIAS

=@==100% =@=75% =@=50% ==0==25% «==@==CONTROL

Laguna Facultativa

100000
90000
80000
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60000
50000
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10000

0
1234567 8 91011121314151617181920212223

LAGUNA DE MADURACION

1800000
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400000
200000

0
1234567 8 91011121314151617181920212223
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En la ilustracion 7 comparamos la dinamica de crecimiento entre las distintas
etapas de tratamiento de las lagunas de oxidacion la microalga Chlorella sp

muestra una tendencia de crecimiento optima en la laguna de maduracion.

Las curvas de crecimiento de Chlorella sp. en los diferentes tratamientos pueden
observarse en la ilustracidén 7. Se muestra claramente que solo en la laguna de
maduracién se desarrollé la fase logaritmica, con células creciendo activamente,
sobretodo en 100 y 75% del efluente. Se alcanzaron valores maximos de

1557500 cel/mL x10%:

Tabla 7 Valores de tasa de crecimiento (u) y tiempo de duplicacién (Td)
correspondiente a la fase exponencial de la microalga Chlorella sp. durante el
trabajo de investigacion.

Tasa de crecimiento en fase exponencial (u) Tiempo de duplicacién (Td)

Inoculo 1,17 0,59
Laguna de Maduracion.

100% 1,97 0,35
75% 1,73 0,40
50% 5,05 0,14
25% 4,91 0,14
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Tabla 8 Valores Medios y Desviaciones estandar
Crecimiento de la Microalga Chlorella sp.

de los nutrientes (amonio y ortofosfato) y de DQO en el periodo de

Dilucién Ortofosfato (mg/L) Amonio (mg/L) DQO (mg/L)
dia0 dia 23 dia0 dia 23 dia 0 dia 23

< 100% 66,2810,14 66.41+0,02 1,1+0,02 1,87+0,98 3330+1,73 345610

§ 75% 66,12+0,06 66,13+0,04 0,93+0,05 1,8510,99 2990,67+6,35 332140

i

:2':t 50% 65,90+0,12 65,93+0,20 0,92+0,04 310 2869+5,20 2987+0
25% 63,41+0,04 63,031+0,09 310 310 2851,67+2,31 289710
0% 15,340 15,340 0,110 0,110 67,0110 89,0110
100% 58,56%0,33 56,331+1,11 0,54+0,02 0,110 2776,77+0,58 2304,6716,35

E 75% 56,9210,06 56,24+0,15 0,64+0,03 0,110 2347+45,03 2184,67+62,93

§ 50% 55,71+0,07 55,55+0,39 0,22+0,02 0,07+0,01 2322,3312,31 2222,67+2,89

Q

< 25% 55,08+0,12 55,21+0,15 0,51+0,13 0,4+0,02 1998,67+1,15 1987,33+2,52
0% 15,340 15,30 0,110 0,110 90,0110 65,0210
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100%

75%

50%

MAURACION

25%

0%

39,64+0,31
37,42+0,28
35,61+0,26
34,27+0,08

15,310

19,77+0,29
25,38+0,41
35,14+0,44
34.41+0,36

15,30

0,440
0,18+0,13
1,13+0,13
1,13+0,02

0,1+0

0,06+0,01
0,33+0,49
0,82+0,04
1,0610,07

0,1+0

1127,67+2,31

803,33+5,77
87615,20

775,67+0,58

97,1+0

521,67+1,15

251,67+2,89
900+£1,15

892,33+2,31

99,020

Como indica la tabla 7 no hubo cambio en los valores de amonio ortofosfato y DQO en la laguna anaerobia. En la laguna de
maduracién se dieron las mayores reducciones en los de valores de ortofosfato, amonio y DQO. En la fase de maduracion la
concentracion de ortofosfato al finalizar el ensayo fue menor en el tratamiento de 100% de efluente, siendo este tratamiento
diferente significativamente del control y los demas tratamientos de exposicidén (p<0,001). Y el tratamiento de 75% es diferente
significativamente con el control y los demas tratamientos de exposicion (p<0.001). En cuanto a la concentraciéon de amonio,
esta fue menor en el tratamiento de 100% de efluente, siendo este tratamiento diferente significativamente con del tratamiento

50% y 25% de efluente. (p<0.001). DQO presenta una concentracion menor en el tratamiento de 75% de efluente, siendo este

tratamiento diferente significativamente del control y los demas tratamientos de exposicion (p<0.001).
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Tabla 9 Porcentaje de remocioén de materia organica y nutriente durante el
tratamiento del efluente resultante de las lagunas de maduracion

Ortofosfato Amonio DQO
Laguna de maduracion
100% 50,01+0,63 85,61+1,31 53,74+0,10
75% 32,17+1,61 65,45+10,49 68,67+0,51
50% 1,34+1,62 27,65+7,78 (-)
25% (-) 6,1815,60 (-)
0% 15,3+0 0,1+0 99,0240

En la tabla 8 se muestra la eficiencia de remocion del cultivo de Microalga
Chlorella en cada uno de los tratamientos, observandose los mayores
porcentajes de remocion en 100y 75% de efluente.
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Tabla 10 Analisis de Varianza de los parametros quimicos medidos: Ortofosfato,
Amonio, DQO: Tratamiento1: escala de dilucion 100%. Tratamiento 2: escala de
diluciéon 75%. Tratamiento 3: escala de dilucion 50%. Tratamiento 4: escala de
dilucion 75%

Ortofosfato
Mean
Comparison Difference g P wvalne
Control ws Tratamiento 1 -4.467 22,735 **¥% P<0,001
Control ws Tratamiento 2 -10.080 51.307 *** P<0.001
Control vs Tratamiento 3 -1%.837 100.57 *** P<0.001
Control vs Tratamiento 4 -15.,110 87.270 *** P<0.001
Tratamiento 1 vz Tratamiento 2 -5.613 28.572 =** P<0,001
Tratamiento 1 vs Tratamiento 3 -15.370 78,233 *¥** P<0.001
Iratamiento 1 wv=s Tratamiento 4 -14.643 7T4.535 *¥*¥* P<0,001
Tratamiento 2 vs Tratamiento 3 -9.757 49,662 *** P«<0,001
Tratamiento 2 vs Tratamiento 4 -9.030 45.963 *** P<0,001
Tratamiento 3 vs Tratamiento 4 0.7267 3.6939 ns P¥0.035
Amonio
Mean
Comparison Difference g P wvalue
Control vs Tratamiento 1 0.03667 1.618 n=s P>0.05
Control vs Tratamiento 2 0.03667 1.618 n= P>0.05
Control ws Tratamiento 3 -0.7200 31.778 *%** P«£0,001
Control ws Tratamieto 4 -0.9633 42.518 *** P«<0.001
Tratamiento 1 vs Tratamiento 2 0.000 0.000 ns P>0.03
Tratamiento 1 wvs Tratamiento 3 -0.7567 33.397 *** Bg(0.001
Tratamiento 1 wvs Tratamieto 4 -1.000 44.137 *** P<0.001
Tratamiento 2 vs Tratamiento 3 -0.7567 33.397 *** P«£0.001
Tratamiento 2 vs Tratamieto 4 -1.000 44.137 =** P<0.001
Tratamiento 3 vs Tratamieto 4 -0.2433 10.740 *** B<0.001
DQO
Mean
Comparison Difference q P value
Control wvs Tratamiento 1 -422.65 405,03 #**~ P«0.001
Control wvs Tratamiento 2 -152.65 146.28 #*** P«0.001
Control vs Tratamiento 3 -801.65 T7T6B.23 *** PBg0.001
Control ws Tratamiento 4 -793.31 760.24 **# P<0.001
Tratamiento 1 ws Tratamiento 2 270.00 258.75 *** P<0.001
Tratamiento 1 ws Tratamiento 3 -375.00 363.20 #*** P«0.001
Tratamiento 1 vs Tratamiento 4 -370.6T7 355.22 *** P<0.001
Tratamiento 2 vs Tratamiento 3 -649.00 621.85 =*# P<0.001
Tratamiento 2 wvs Tratamiento 4 -640.67 613.36 *** P«0.001
Tratamiento 3 s Tratamiento 4 8.333 T7.986 ** P<0.01
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Tabla 11 Comparacion de datos en las diferentes diluciones de la laguna de
maduracion con los limites maximos permisibles para descarga agua marina de

Ecuador

Diluciones Parametro X+DE Limite descarga agua marina
DQO (mg/L) 521,67+1,15 250

100% Amonio (mg/L) 0,06+0,01 (-)
Ortofosfato (mg/L) 19,77+0,29 10 (P-total)
DQO (mg/L) 251,67+2,89 250

75% Amonio (mg/L) 0,3340,49 (-)
Ortofosfato (mg/L) 25,38+0,41 10 (P-total)
DQO (mg/L) 521,67+1,15 250

50% Amonio (mg/L) 0,06+0,01 (-)
Ortofosfato (mg/L) 19,77+0,29 10 (P-total)
DQO (mg/L) 892,33+2,31 250

25% Amonio (mg/L) 1,06+0,07 (-)
Ortofosfato (mg/L) 34.4140,36 10 (P-total)

En la tabla 10 muestra los valores reportados de los parametros quimicos

analizados del tratamiento del efluente de la laguna de maduracién con la

microalga Chlorella sp, en donde los mismos no cumplen con los valores

maximos permisibles, para estos aspectos.

46



Vil. DISCUSION

El pH se mantuvo en 8.1 rango caracteristico de Chlorella sp. cuando mantiene
un desarrollo 6ptimo de las células en estos efluentes residuales. (Park, 2010)
(Ruiz-Marin, 2010).

Los resultados obtenidos en cuanto a la dinamica de crecimiento de Chlorella sp.
indican que en la Laguna de Maduracion de la planta de tratamiento de la ciudad
de Manta se da mayor crecimiento en los tratamientos de 100% y 75%, lo que
puede ser debido quizas a tener las caracteristicas necesarias para el
crecimiento de la microalga Chlorella sp. por tener menos microrganismos

patdgenos en comparacion a las otras lagunas

En relacién a DQO se observé una remocién en los tratamientos de 100% y 75%
de valores 53,7% y 68,67% siendo mas eficiente el segundo tratamiento. Los
resultados obtenidos fueron inferiores a los reportados por Hammounda
(Hammouda O, 1995) que registro para Chlorella vulgaris una remocién de
91,7%, por otro lado (Li Y, 2011) registro valores de remocion de 90,8%. Colak
y Kaya en 1988 en (Abdel-Raouf N, 2012) observaron remociones bajas de
67,2% por otro lado (Carmen Chacon, 2004) establece una remocién de 54,8%
en aguas residuales no esterilizadas. Concluyendo que las microalgas utilizan
rapidamente diferentes compuestos organicos como fuente de carbono, ademas
del COz2.

Se sabe que las microalgas son eficientes en la remocion de nutrientes como
nitrogeno y fosforo, las principales formas que se encuentra el nitrégeno en las
aguas son amonio, nitrito y nitrato y el fosforo se presenta como ortofosfato
(Abdel-Raouf N, 2012) (Hammouda O, 1995). En el trabajo presente se
obtuvieron remociones en el primer y segundo tratamiento, en ortofosfato se
dieron remociones de 50% y 32,17% respectivamente, y en amonio se
presentaron remociones de 85,6% y 65,45% siendo el nutriente que mas se
removio. (Wang, 2009) Al trabajar con Chlorella sp. obtuvieron remociones de
100% en amonio y 62,5-64,7% para fosforo. (Li Y, 2011) Utilizaron Chlorella sp.

para el tratamiento de aguas residuales municipales altamente concentradas,
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con porcentajes de remocion de 93,9% para amonio y 80,9% para fosforo. (Hou
J, 2011) en el tratamiento de residuos agroindustriales utilizando Chlorella
Pyrenoidosa obtuvieron 89,1% en amonio y 70,3% fosforo. (Wang L, 2010)
lograron interesantes resultados con remociones 100% para amonio y 62,5-
74.7% para fosforo con Chlorella so depurando lodos diluidos procedentes de la

digestidon anaerobia de estiércol de ganado.

La remocion del nitrégeno en forma oxidada es decir como amonio, nitrito y
nitrato en un cultivo microalgal tiene un comportamiento secuencial, es decir el
nitrito y el nitrato no son absorbidos por la microalga hasta e que el amonio en

su gran mayoria es consumido (J, Abalde, 1999).

En cuanto al crecimiento de la microalga en aguas residuales observamos un
mayor desempefo celular en las laguna de maduracion, por tener las
caracteristicas necesarias para el crecimiento de la microalga Chlorella sp.
Caldwell (1940) reporta los primeros estudios, sobre la posibilidad de utilizar las
microalgas como microorganismos “purificadores de aguas residuales” debido al
aprovechamiento de los nutrientes contenidos en estas aguas para favorecer el
crecimiento de las microalgas. (Romero L.T., 1992) (Romero T. , 1998)
experimentan en tratamientos de efluentes contaminados con aguas residuales
de la industria pesquera utilizando Chlorella sp. en donde determinaron la
adaptacion satisfactoria a estos efluentes, utilizando los nutrientes presentes en
el medio. (Abalde, 1995) Aprueba el uso de microalgas como un biosistema
alternativo en el tratamiento de aguas residuales, por su capacidad de remover
cantidades significativas de N Y P durante su crecimiento. Los géneros Chlorella
y Scenedesmus, asi como algunas especies del grupo de las cianobacterias, se
han descrito en el tratamiento de diferentes tipos de aguas residuales,
destacando las provenientes de plantas de tratamiento convencionales ( Lavoie
A. y J de la Noue, 1985), de origen industrial (Gonzales L.E., 1997), urbano
(Jonte L., 2002). (Carmen Chacon, 2004) favorecen el uso potencial de Chlorella

sp Yy Scenedesmus sp. para el tratamiento de aguas residuales urbanas.
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VII. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones.

Chilorella sp. fue eficiente en la remocién de nutrientes en cultivos con efluentes
de la laguna de maduracion, lo que favorece el uso potencial de esa microalga

para el tratamiento de aguas residuales urbanas.

Aunque no se logré disminuir la carga contaminante a los niveles permisibles por
la Legislacion Ambiental vigente, la aplicacion de un cultivo microalgal en la
Laguna de Maduracién generd un porcentaje de remocion muy alentador para

permitir que estos efluentes sean descargados en su efluente final.
Recomendaciones.

Realizar tratamientos con volumenes superiores al alcanzado para la produccion
masiva de las microalgas teniendo en cuenta las variables mas influyentes en el
crecimiento de las mismas como la intensidad luminica y la concentraciéon de

diéxido de carbono en el medio de cultivo.

Experimentar con sistemas de consorcios de microalgas que optimice la remocion

de contaminantes en aguas residuales.

IX. PROPUESTA

Se sugiere realizar nuevos trabajos de titulaciones de tesis dentro de la Facultad
de Ciencias Agropecuarias con cultivos de microalgas con escalamientos, de
modo que se pueda evaluar los resultados obtenidos en volumenes mayores, u

otros tipos de efluentes resultantes.
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Desarrollar fitorremediacion como tratamiento cuartanario o de pulimiento en las
plantas de tratamientos de aguas residuales de la ciudad de Manta ya que el

cultivo de la microalga Chlorella sp. es econdmico y ambientalmente atractivo.
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Xl. ANEXOS.

llustracion 8 Planta de tratamiento, Lagunas de oxidacion de la ciudad de
Manta.

llustracion 10 Muestreo de las diferentes llustracion 9 Recoleccion de Muestra.
lagunas. De izquierda a derecha Laguna de Laguna Facultativa.
maduracion, facultativa, anaerobia.
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llustracion 12 Preparacion del llustracion 11 Proceso de filtracion de
medio de cultivo WC. las muestras para realizar los
respectivos analisis

llustracion 13 Muestras a ser analizadas en los laboratorios de la
Universidad ESPAM en Calceta.
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llustracion 14 Analisis de Amonio.

llustracion 15 Andlisis de Ortofosfato
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llustracion 16 Conteo diario del crecimiento microalgal.
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