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RESUMEN

La investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto de la densidad poblacional
de Chlorella sp en la remocion de acetaminofén del efluente de la planta de tratamiento
de aguas residuales de Celendin, Cajamarca, 2021; fue de tipo experimental de finalidad
aplicada, inicio con la identificacion, mantenimiento y aclimatacion de cepas de Chlorella
sp, implementado en un sistema de tratamiento de seis fotobioreactores control y nueve
fotobioreactores de tratamiento, volumen 1 litro, luz directa con intensidad de 2000 Lux,
fotoperiodo 12:12 horas, temperatura promedio 21,20 °C; pH promedio 7,23; oxigeno
disuelto promedio 16,6 mgO? L™; inyeccion de aire y agitacion con caudal de 10 Lmin;
analisis y validacion del método analitico de determinacion cuantitativa - cromatografia
liguida de alta resolucion (HPLC) en el laboratorio de bioquimica de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia. Se aplico tratamientos con 100 mL, 200 mL y 300 mL de
Chlorella sp con una densidad poblacional inicial de 2,1x10° cel mL* para todos los
tratamientos, llegando a densidades de 2,9x10° cel mL™, 3,4x10° cel mLty 4,2x10° cel
mL?; tratamientos Tig promedio general de 0,711 mgL™ y remocion de 81,06%;
tratamiento Too promedio general de 0,273 mgL™ y remocién de 92,72%; tratamiento
T300 promedio general de 0,085 mgL™ y remocidn de 97,72%; la remocion se expresa
como porcentaje respecto a la adicion inicial de acetaminofén (4 mg L?). Con los
resultados obtenido en la investigacion se concluye que existe una relacion directamente
proporcional definida por mayor densidad poblacional de Chlorella sp mayor remocion

del acetaminofén.

Palabras clave: Chlorella sp, acetaminofén, aguas residuales, contaminacion.
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ABSTRACT

The objective of the research was to evaluate the effect of the population density
of Chlorella sp on the removal of acetaminophen from the effluent of the wastewater
treatment plant of Celendin, Cajamarca, 2021; It was of an experimental type of applied
purpose, it began with the identification, maintenance and acclimatization of Chlorella
sp strains, implemented in a treatment system of six control photobioreactors and nine
treatment photobioreactors, volume 1 liter, direct light with intensity of 2000 Lux,
photoperiod 12:12 hours, average temperature 21.20 °C; average pH 7.23; average
dissolved oxygen 16.6 mgO2 L-1; air injection and stirring with a flow rate of 10 Lmin-
1; analysis and validation of the analytical method for quantitative determination - high
performance liquid chromatography (HPLC) in the biochemistry laboratory of the
Universidad Peruana Cayetano Heredia. Treatments with 100 mL, 200 mL and 300 mL
of Chlorella sp were applied with an initial population density of 2.1x106 cel mL-1 for
all treatments, reaching densities of 2.9x106 cel mL-1, 3.4x106 cel mL-1 -1 and 4.2x106
cell mL-1; T100 treatments general average of 0.711 mgL-1 and removal of 81.06%;
treatment T200 general average of 0.273 mgL-1 and removal of 92.72%; treatment T300
general average of 0.085 mgL-1 and removal of 97.72%; the removal is expressed as a
percentage with respect to the initial addition of acetaminophen (4 mg L-1). With the
results obtained in the investigation, it is concluded that there is a directly proportional
relationship defined by a greater population density of Chlorella sp, greater removal of

acetaminophen.

Key words: Chlorella sp, acetaminophen, wastewater, pollution.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

Hoy en dia existe una gran preocupacion por el tratamiento de nuestros desechos
entre ellos las aguas residuales y mas ain sobre los problemas de contaminacién
ambiental y toxicidad causada por ciertos compuestos quimicos derivados del petr6leo
tales como los hidrocarburos aromaticos policiclicos, policlorobifenilos (PCB) y las
dioxinas; sin embargo, desde ya algunos afios, se inici6 a hablar de contaminantes
emergentes, entendidos como contaminantes inexplorados o no reconocidos como tales,
su presencia en el ambiente no es necesariamente nueva pero si la preocupacion por su

posible impacto que pueden generar en el medio (iAgua Magazine, 2014).

Los contaminantes emergentes, como los farmacos o principios activos de
farmacos, generan una considerable preocupacion, el estudio de los contaminantes
emergentes es una de las prioridades de investigacion de los principales organismos
relacionados a la proteccion de la salud pablica y medioambiental, tales como la OMS,
EPA o la Comision Europea (Barcel6 y Lopez de Alda, 2018); segun ASHP (2017) la
excrecion renal del acetaminofén es de 85 - 90 %, los ingredientes 0 compuestos
farmacéuticos activos de los farmacos pueden integrarse en el ambiente por procesos de
produccidn, uso o eliminacion, la existencia de estos en los ecosistemas naturales puede
perturbar la vida silvestre por la modificacion biolégica que ejercen o por el efecto de
bioacumulacion y potencial téxico en los organismos vivos, convirtiéndose en un
problema progresivo para tomarlo en consideracion y realizar acciones inmediatas para
su mitigacion (EMEA 2018); el problema se acentla mas aun que los contaminantes
emergentes, entre ellos los farmacos, son productos que tiene caracteristicas de

persistencia en el ambiente.

En Perq, al igual que en otros paises, no se cuenta con normativa que regule la
contaminacién con farmacos especificamente del acetaminofén, no se realiza el
monitoreo, control o evaluacion sobre las concentraciones de este medicamento en el
recurso hidrico, suelos y mucho menos se realiza el monitoreo y control en aguas
residuales; el tratamiento de aguas residuales a través de métodos convencionales no son

completamente eficientes, habiendo estudios que concluyen en que hay contaminantes


https://es.wikipedia.org/wiki/Renal
https://es.wikipedia.org/wiki/Renal

que persisten sin alteracion alguna aun después de haber pasado por tratamientos
terciarios, siendo indispensable la identificacion y evaluacion de la eficiencia de otras
tecnologias en el tratamiento de aguas residuales, con el fin de presentar alternativas
eficientes en la remocion de contaminantes emergentes, viables econémicamente,

energéticamente, técnicamente y ambientalmente (Gil, 2012).

En la realidad, el uso y consumo de acetaminofén (N-(4-hidroxifenil) acetamida),
por ser un analgésico de uso cotidiano y a gran escala para tratar dolores de cabeza,
dientes contusiones, quemaduras por exposicion al sol y fiebre, su uso es masivo,
agudizandose mucho mas por la cultura de automedicacion y el expendio o venta libre en
las boticas y farmacias locales, segun estudios realizados por la sociedad estadounidense
de farmacéuticos del sistema de salud — ASHP, determina que la excrecion renal del
acetaminofén es superior al 85 %, lo que significa que el N-(4-hidroxifenil) acetamida va
a parar a través de las redes de alcantarillado directamente en las plantas de tratamiento
de aguas residuales en su forma quimica o sus derivados, mucho mas, que durante el
proceso de tratabilidad no hay un tratamiento especifico para productos quimicos
especialmente farmacos, que por su composicién gquimica de estos farmacos no se
encuentran biodisponibles limitando la capacidad biodegradadora de los microrganismos
responsables de la depuracion de aguas residuales, asumiéndose que en su forma quimica

o0 sus derivados estas van a parar a los cuerpos hidricos alterando la flora y fauna acuética.

En el Perl, se cuenta con escasa investigacion cientifica sobre remocion de
acetaminofén en matrices de aguas residuales haciendo uso de la biotecnologia, lo que
justifico el planteamiento de la siguiente interrogante ;Cual es el efecto de la densidad
poblacional de Chlorella sp en la remocién de acetaminofén del efluente de la planta de
tratamiento de aguas residuales de Celendin, Cajamarca, 2021?, contrarrestando la
hipdtesis que la densidad poblacional de Chlorella sp esta directamente relacionada con
la remocidn de acetaminofén del efluente de la planta de tratamiento de aguas residuales
de Celendin, Cajamarca, 2021; a fin de investigar una alternativa de solucion para el
tratamiento de aguas residuales contaminadas con acetaminofén producto de su uso,
consumo, eliminacién y excrecién que segun la ASHP (2017) la excrecién renal del
acetaminofén es de 85 - 90 %; en la presente investigacion se tuvo como objetivo general
determinar el efecto de la densidad poblacional de Chlorella sp en la remocion de
acetaminofén del efluente de la planta de tratamiento de aguas residuales de Celendin,
Cajamarca, 2021, y como objetivos especificos se planted realizar la determinacién de la
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concentracion de acetaminofén en el efluente de la planta de tratamiento de aguas
residuales de Celendin, evaluar la concentracion de oxigeno disuelto (OD), estimar
los parametros fisicoquimicos de temperatura, pH, tiempo de retencion hidraulica en cada
fotobioreactor de tratamiento y determinar la remocion de acetaminofén en el sistema de
fotobiorreactores, a través de la implementacion de un sistema de tratamiento con
microalga Chlorella sp a diferentes concentraciones para evaluar la remocién de 4 mgL-
1 de acetaminofén ademas de un control negativo y un control positivo en el sistema de
tratamiento, utilizando como medio de cultivo el efluente de la planta de tratamiento de
aguas residuales de Celendin.

La investigacion se encuentra dividida en los siguientes capitulos:

Capitulo I: Introduccion, que enmarca la justificacion, problema, objetivos e hipotesis de

investigacion.

Capitulo Il: Marco tedrico, desarrolla los antecedentes de la investigacion y bases

tedricas.

Capitulo I11: Materiales y métodos.
Capitulo IV: Resultados y discusion.
Capitulo V: Conclusiones.

Capitulo VI: Lista de referencias.

Capitulo VII: Apéndices y anexos.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1.  Antecedentes de la investigacion

Escapa et al. (2017) en la investigacion denominada “Evaluacion comparativa de la
eliminacion farmacéutica de aguas residuales por las microalgas Chlorella sorokiniana,
Chlorella vulgaris y Scenedesmus obliquus”, tuvieron como objetivo estudiar la
eliminacion de paracetamol (PAC) y acido salicilico (SaC) por Clorella sorokiniana en
vista de su aplicacion para el tratamiento de aguas residuales de la industria farmacéutica;
para este propdsito, se cred un fotobiorreactor de columna burbujeante utilizado para el
cultivo de microalgas en un medio de cultivo estandar que contiene PAC o0 SaC, los
resultados obtenidos mostraron que el crecimiento del cultivo fue significativamente
mayor bajo la presencia de las drogas consideradas que el control positivo; por otra parte,
la eliminacion de productos farmacéuticos en el estado estacionario del proceso
semicontinuo mostré eficiencias superiores al 69% de paracetamol y 98% de &cido
salicilico; debajo una irradiancia de solo 370 uE m? s, el rendimiento cuantico alcanzo
valores altos para todas las tratamientos debido a la alta concentracién de biomasa
lograda, de alguna manera, el rendimiento cuantico para SaC fue 1,4 veces mayor que los
otros tratamientos; se concluyo que se pueden aplicar microalgas para la eliminacion de

altas concentraciones de paracetamol y salicilico de las aguas residuales.

Escapa et al. (2016) en su investigacion titulada “Paracetamol y eliminacion de acido
salicilico a partir de agua contaminada por microalgas”, tuvo como objetivo crecimiento
de biomasa, la eliminacién farmacéutica y la eficiencia de conversion de luz de Chlorella
sorokiniana en presencia de paracetamol (PC) y acido salicilico (SaC) fueron evaluados
y comparados en dos diferentes concentraciones de estos productos farmaceuticos (I: 25
mg I, 11: 250 mg I%); las microalgas eran resistentes a estas concentraciones y, por otra
parte, su crecimiento fue significativamente estimulado (p<0,05) bajo estos farmacos
(concentracion de biomasa aumenté por encima de 33% PCI, 35% SaCl, 13% PCIl y 45%
SaCll, respecto a sus controles positivos). En el estado estable del cultivo semicontinuo,
C. sorokiniana mostro eficiencias de eliminacion superiores al 41% y 69% para PCl y

PCII, respectivamente; y por encima del 93% y el 98% para SaCl y SaCll,



respectivamente. Bajo una irradiancia de 370 uE m s?, rendimientos cuanticos mas altos
se alcanzaron por microalgas bajo la presencia de drogas, ya sea en dosis | o 11, que por
los respectivos controles positivos. Estos resultados apuntan a C. sorokiniana como un
solido de deformacién para la biorremediacién de paracetamol y aguas residuales
concentradas de acido salicilico.

Matamoros et al. (2015) en su investigacion titulada “Evaluacion de los mecanismos
implicados en la eliminacion de contaminantes emergentes por microalgas de las aguas
residuales: Un estudio a escala de laboratorio”; que consistié en la implementacion de
reactores discontinuos aireados (2,5 L) alimentadas ya sea con las aguas residuales
urbanas o sintético se inocularon con microalgas (dominados por Chlorella sp. y
Scenedesmus sp.) para eliminar la cafeina, ibuprofeno, galaxolide, fosfato de tributilo, 4-
octilfenol, tris fosfato (2-cloroetil) y la carbamazepina durante 10 dias de incubacion;
reactores no aireado y reactores oscuridad se utilizaron como controles; las microalgas
crecié a una tasa de 0.25d"* con la eliminacion completa de N-NH, durante el curso del
experimento; después de 10 dias de incubacion, hasta el 99% de los microcontaminantes
con una constante de la ley de Henry superior a 3X10™ Pa m® mol ( es decir, 4-octilfenol,
galaxolide, y tributil fosfato) se eliminaron por volatilizacion debido al efecto de arrastre
con aire; considerando que la biodegradacion era eficaz para eliminar el ibuprofeno y la
cafeina, la carbamazepina y el tris (2-cloroetil) fosfato se comporté como compuestos
recalcitrantes; el uso de microalgas fue demostrado ser relevante para el aumento de la
eficiencia de eliminacién de biodegradacion de ibuprofeno en un 40% y la reduccién de
la fase de retardo de cafeina por 3 dias; ademas, la biodegradacidn enantioselectiva de S-
ibuprofeno sugirié un proceso de eliminacion frecuente biotico, que fue apoyada por la

identificacion de carboxi-ibuprofeno e hidroxi -ibuprofeno.

Escapa et al. (2015) en la investigacion denominada “Eliminaciéon de nutrientes Yy
productos farmacéuticos de las aguas residuales por cultivo y cosecha de Chlorella
sorokiniana”, tuvo como objetivo determinar el potencial de biorremediacion de
Chlorella sorokiniana para eliminar el paracetamol y el &cido salicilico a partir de agua
y si la presencia de estos productos farmacéuticos afect6 el crecimiento de microalgas, y
la evaluacion de nitratos y fosfatos; se utiliz6 la cepa de microalga Chlorella sorokoriana,
inoculandola para el experimento, se cultivd en 250 mL en matraces Erlenmeyer, las
condiciones de crecimiento se mantuvieron constantes; los experimentos fueron

inoculados con el mismo volumen de microalgas pre-cultivadas para asegurar la misma
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concentracion inicial, aproximadamente 3,10° células mL™; se llevaron a cabo dos tipos
de experimentos: medio de cultivo inoculado con 25 mgL™ de paracetamol y medio de
cultivo inoculado con 25 mgL? de 4cido salicilico, en cada caso, los ensayos también
incluyé un control positivo con medio de cultivo inoculado (C +) y el control negativo
correspondiente con 25 mgL* de paracetamol (C PAGS-) o 25 mgL* de 4cido salicilico
(C SA-); el método analitico utilizado fue el de concentracion de biomasa, determinado
por densidad Optica a 680 nm, por espectrofotometria y verificado en peso seco, mediante
el filtrado de 10 ml de cultivo a través de un filtro Whatman de 0,45 micras y lavado con
20 ml de HCI (0,5 M) para disolver precipitados sales, a continuacion, el filtrado se secd
en un horno a 80 °C durante 24 horas. Concluyéndose que el &cido salicilico al comienzo
del estudio, tuvo una respuesta retardada; luego de forma progresiva la cinética de
eliminacion fue mucho mas rapida para el &cido salicilico que para el paracetamol, las
tasas de eliminacion revelaron diferencias significativas (P>0,05), con valores de 2,3
veces mayor para acido salicilico, alcanzando su maxima eliminacion con sélo 4 dias de
tiempo de cultivo, las eficiencias encontradas, se estiman por encima del 67% para el

paracetamol y el 73% para el &cido salicilico.

De Wilt et al. (2016), en su investigacion “Eliminacion de farmacos en aguas
residuales de la ciudad de Canarias, por utilizaciéon de microalgas”; tuvieron como
objetivo general, determinar la eficiencia de microalgas en la eliminacion de farmacos
provenientes de las aguas residuales de la ciudad de Canarias; a través de una metodologia
de estanques donde cultivaron la microalga Chlorella sorokiniana, por tiempos de
retencion de 48 horas; logrando concluir que la eliminacion es por adsorcion mediante
cultivos de Chlorella sorokiniana es mayor al 20% para farmacos como diclofenaco,

ibuprofeno, paracetamol, metropopol.

Parladé et al. (2017), en su investigacion titulada “Efecto de las condiciones de cultivo
sobre la eliminacion B-estradiol en laboratorio y en planta piloto fotobiorreactores por un
consorcio algal-bacteriano tratamiento de aguas residuales urbanas”, este estudio tuvo
como objetivo evaluar la capacidad de la biomasa del fotobiorreactor nativo para eliminar
el 17p-estradiol en condiciones de interior y exterior, al mismo tiempo, se evaluaron los
Scenedesmus. Los resultados muestran que la eliminacion casi completa (> 93,75%) de
la hormona 17p-estradiol se puede lograr en el sistema en condiciones estacionales
favorables, aunque estas condiciones influyen en gran medida en las concentraciones de
biomasa y la diversidad microbiana; incluso en las duras condiciones de bajas
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temperaturas e irradiacion solar, el consorcio establecido elimind méas del 50% del
contaminante en 24 h. Las especies del género Chlorella se mantuvieron estables durante
toda la operacion, el analisis de diversidad microbiana revelé que poblaciones variadas y
distribuidas uniformemente estimulan las tasas de eliminacion. Los ensayos de
bioaumentacion demostraron que la entrada de biomasa adicional da como resultado una

mayor remocion general y disminuye el rendimiento por mg de biomasa.

Kalyva (2017), en su investigacion titulada “El destino de los productos farmacéuticos
en el entorno - Una revision”, realiza una descripcion detallada de los productos
farmacéuticos y su historia, su destino en el medio ambiente, ocurrencia y exposicion en
el medio, cantidades potenciales, fuentes de generacién, transporte, contaminacion en
ambiente terrestres, efectos de riesgo e impactos en las poblaciones y algunas soluciones
al problema, haciéndose un resumen de los conocimientos actuales en todo el ciclo de
vida de las sustancias farmacéuticas, a partir de su exposicion (fuentes) y el destino de
sus efectos sobre el medio ambiente natural; dado que los efectos negativos de varios
medicamentos junto con los dafios medioambientales que conllevan ahora son conocidos,
se puede sugerir que las compafiias farmacéuticas hacen productos mas ecologicos para
reducir estos efectos en el medio ambiente terrestre y acuética; conllevando a sugerir la
mejorar la gestién ambiental farmacéutica a nivel mundial, tales como metodologias para
sistemas de monitoreo, que hay que poner en su lugar para la recogida de datos consistente
y por ultimo, un area con mayor necesidad de investigacion es la quimica verde, que
podria reducir o incluso eliminar los peligros potenciales de los compuestos
farmacéuticos que entran en el medio ambiente, con independencia de la fuente de

entrada.

2.2. Bases tedricas

2.2.1. Microalgas

Son microorganismos eucariotas, fotoautotrofos, es decir que obtienen energia de la
luz y sintetizan su propio alimento, contienen clorofila y otros pigmentos accesorios que
les otorgan una gran eficiencia fotosintética (Hernandez, 2014). Se identifican por
presentar un crecimiento exponencial, las células se reproducen en un tiempo de 1 a 10
dias, tienen un alto contenido lipidico (mayor al cincuenta por ciento en peso de materia

seca) y utilizan menos superficie para su cultivo (Santos, et al. 2014).
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Lépez, et al. (2015) sefiala que las microalgas ostentan una gran capacidad de
fitorremediacion en la eliminacién o biotransformacion de contaminantes de un medio

liquido, estos contaminantes son asimilados por la biomasa algal.

Las microalgas constituyen un enorme potencial para el aprovechamiento como una
tecnologia limpia y compatible con el ambiente para tratar efluentes contaminados debido
a su gran capacidad de fitorremediacion o biorremediacion, y es ahi donde adquieren un
gran protagonismo, ya que algunas investigaciones han demostrado la absorcion eficiente
principalmente de farmacos o compuestos inorganicos desde medios liquidos o gaseosos,
incorporandolos en su organismo para la generacion de biomasa (Markou y Georgakakis,
2011); el tratamiento de aguas residuales con cultivo de microalgas como organismos
vivos, involucran una serie de parametros que deben ser considerados, evaluados,
determinados y medidos pero que dependera del fin de implementacion o uso de estos

organismos.

2.2.2. Chlorella sp

Chlorella sp, es un alga unicelular de color verde, de forma esferica, con un didmetro
que es entre cien y mil veces menor a un milimetro. La coloracion verde es atribuida a
los cloroplastos, que son las estructuras delegadas de realizar la fotosintesis, esta
caracteristica le da nombre Chlorella al género, que significa pequefia verde, se reproduce
muy rapidamente y de forma asexual, usa el carbono que obtiene de la fotosintesis, agua,
luz y minimas concentraciones de minerales (CEIBAL, 2016). EI género Chlorella es
comercialmente importante debido a su facil cultivo y alto valor nutricional, y también
porque tienen alta tolerancia a la salinidad, pH, luminosidad y temperatura (Lopez, et al.
2015).

Morfologicamente es una célula esférica de dos a diez micras de diametro, contiene
pigmentos verdes fotosintetizadores de clorofilaay b en su cloroplasto, es una microalga
con nucleo bien definido (Navinta, 2019), presenta crecimiento rapido, gran potencial de
tratamiento de aguas residuales y tolerante a condiciones ambientales tipicas de las aguas
residuales para asimilar y tratar eficientemente removiendo contaminantes organicos e
inorganicos presentes en ellas, en la siguiente tabla se presenta su clasificacion

taxonémica y sus caracteristicas las representativas.


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0306261910005623?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0306261910005623?via%3Dihub#!

Tabla 1

Clasificacion taxonomica y caracteristicas de Chlorella vulgaris.

Dominio Eukaryota

Reino Protista

Division Chlorophyta

Clase Trebouxiophyceae
Orden Chlorella

Familia Chlorella

Género Chlorella

Fecha de nacimiento Hace 2,5 mil millones de afios
Forma Esférica

Tamafio 2-10 pm de didmetro
Habitat Agua dulce

Color Verde

Descubridor

M.W. Beijerinck, biélogo holandés

Aplicacion

Suplemento alimenticio y fitorremediacion de
aguas contaminadas

Fuente: Céspedes (2019).

2.2.3. Cinetica de crecimiento de Chlorella sp

Para analizar la cinética de crecimiento de cultivos de microalgas es necesario
obtener la velocidad especifica de crecimiento celular (1) y la productividad volumétrica
de biomasa (Pb); la concentracion de biomasa (Cb) se expresa en masa seca por unidad
de volumen de cultivo (g/L); la velocidad especifica de crecimiento (u) es una medida de

la capacidad de generacion de biomasa que mide la cantidad de gramos de biomasa que

es capaz de generar cada gramo de biomasa en la unidad de tiempo: (Prieto, 2020)

Siendo:

W: velocidad especifica de crecimiento, g biomasa formada/(g biomasa seca-dia), o

simplemente 1/dia

_ dch
o at [5]

Cb: concentracion de biomasa, g/m?3

dCb/dt: variacién de la concentracion de biomasa respecto al tiempo, g/(mdia)

En el modo de cultivo discontinuo se distinguen cuatro etapas de crecimiento (Castro,

2018):




v Fase de latencia o fase lag: Ocurre después de la inoculacion. En esta etapa
no tiene lugar la replicacion de ADN, y no se producen nuevas células. Las
celulas se adaptan a su entorno.

v Fase de crecimiento exponencial: las células se multiplican a la velocidad
maxima para las condiciones ambientales determinadas, ya que no hay
limitacion de nutrientes.

v Fase estacionaria: cuando se agotan los nutrientes, el crecimiento se detiene,
por lo que la poblacion celular permaneces inactiva (la renovacion de nuevas
células se compensa con la muerte de células viejas).

v’ Fase de muerte: el sustrato se agota y el nimero de células disminuye porque
la tasa de muerte es mayor que la tasa de produccion de nuevas células.

Figura 1

Crecimiento celular en discontinuo
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Fuente: Castro, 2018.

2.2.4. Contaminantes emergentes

Se describe como contaminante emergente a todo elemento inicialmente desconocido
0 no reconocido, su persistencia en el ambiente no es obligatoriamente nueva, pero si

preocupa los posibles efectos en el mismo, la identificacién y determinacién de estos
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elementos en el ambiente ha sido posible debido al desarrollo de tecnologias analiticas
recientemente que permiten su cuantificacion, entre los contaminantes emergentes
presentes en el agua destacan los farmacos; la fuente principal de entrada de estos
contaminantes en el ambiente acuético son las aguas residuales (iAgua, 2014); Arbelaez
(2016) en la presente tabla describe los principales contaminantes emergentes.

Tabla 2

Contaminantes emergentes, subgrupos y compuestos de interés

Contaminantes

emergentes Sub grupo Compuestos de interés emergente
farmacos Antibidticos Lincosamidas, macrélidos, sulfamidas,
tetraciclinas, quinolonas
Analgésicos y antiinflamatorios  Paracetamol (acetaminofén), 4cido acetil
salicilico, ibuprofeno, diclofenac, oxicam.
B-bloqueantes Metoprolol, propranolol, timolol
Medios de contraste de rayos X  lopromide, iopamidol, diatrizoato
Esteroides y hormonas Estradiol, estrona, estriol, dietilestilbestrol
Productos de Parabenos a-olefin sulfonato de sodio
tocador Filtros solares Lauril monoetanolamida
Alquilfenoles Nonilfenol, octilfenol
Aditivos y agentes  Benzotriazoles Benzotriazol, toliltriazol
industriales Agentes quelantes EDTA
Edulcorantes Sacarina, sucralosa, aspartamo, ciclamato,
stevia, NHDC
Drogas de abuso Cocainicos Cocaina, benzoilecgonina
Opiéaceos Morfina, codeina

Fuente: Arbelaez (2016).

2.2.5. Paracetamol (N-(4-hidroxifenil) acetamida)

El paracetamol, denominado también  acetaminofén o acetaminofeno, es un
analgésico y antipirético que se usa principalmente para tratar la fiebre y el dolor, se
vende en combinacidn con otros principios activos, como en los antitusigenos y opiaceos,
donde el paracetamol se usa para aplacar el dolor muy grave, como el dolor oncolégico o
tras una cirugia, se administra por via oral, via rectal o intravenosa, se presenta en forma
de gotas, supositorios, comprimidos o capsulas; se encuentra en la lista de medicamentos
basicos ineludibles en todo sistema de salud y de acceso libre determinados por la OMS
(ASHP, 2017).
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El ministerio de salud lo cataloga al paracetamol e ibuprofeno como los dos
analgésicos mas comunes y populares en el mundo, el uso cotidiano y a gran escala de
paracetamol (N-(4-hidroxifenil) acetamida), para tratar el dolor de cabeza, dientes,
contusiones, fiebre y quemaduras por exposicion al sol lo que ha conllevado a ser un
farmaco de primer uso, mucho més en paises latinoamericanos, y especialmente en el

Perti donde se tiene una cultura de automedicacion.

Su excrecion es a través de la leche materna, cruza barrera placentaria y por
metabolismo hepatico; su tiempo medio es de uno a cuatro horas; tiempo hasta el efecto
maximo de uno a tres horas y principalmente excrecion urinaria, principalmente como
glucuronido de acetaminofén (MINSA, sf); la ASHP, 2017 en la tabla 3 nos presenta las

caracteristicas fisicas y quimicas del acetaminofén.

Tabla 3

Caracteristicas fisicas y quimicas del paracetamol (acetaminofén)

Nombre (IUPAC) sistematico
N-(4-hidroxifenil) acetamida
Identificadores

Numero CAS 103-90-2
Cddigo ATC NO02BEO1
Datos quimicos
Formula CsHoNO2
Peso mol. 151,17 g mol?
Datos fisicos
Densidad 1,263 g cm’3
P. de fusion 169 °C (336 °F)
Solubilidad en agua 12,78 mg mL™ (20 °C)
Farmacocinética
Biodisponibilidad 63-89 %
Unidn proteica 10-25 %
Metabolismo 90-95 % Hepatico
Vida media 1-4h
Excrecidn Renal (85-90 %)
Datos clinicos
Vias adm. Oral, rectal, intravenosa

Fuente: adaptado de ASHP, 2017
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2.2.6. Los farmacos como contaminantes emergentes

Los farmacos una vez administrados, puede excretarse del organismo sin sufrir
ninguna transformacion, o pueden metabolizarse mediante reacciones de oxidacion,
reduccion, hidrolisis y alquilacién, o bien formar conjugados mas polares e hidrofilicos
ques se excretan en la orina o la bilis (Heberer, 2012). La excrecion de estos farmacos, va

a depender de sus caracteristicas y principios activos (Sorensen et al., 2015).

Dependiendo de las propiedades fisicoquimicas de los farmacos y del cuerpo
receptor, estos contaminantes pueden llegar a las aguas subterrdneas o permanecer y
acumularse en el suelo, afectando la salud de los ecosistemas y las cadenas alimenticias.
Estudios recientes han concluido que los métodos de tratamiento tradicionales no pueden
eliminar de manera efectiva los productos farmaceuticos de las aguas residuales,
detectados estos compuestos y sus metabolitos en los cuerpos receptores y efluentes
(Drewes et al., 2021).

Los productos farmacéuticos, metabolitos o productos de degradacion debido a su
alta polaridad y baja volatilidad, la mayoria de los productos farmaceéuticos son mas

susceptibles de ser transportados a la columna de agua (Zhang, et al. 2014).

Los principales productos farmacéuticos rastro siguen a las aguas superficiales es a
través de los efluentes domésticos, industriales o de hospital y a través de los efluentes de
plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR), donde los productos farmacéuticos se
eliminan de manera incompleta; de hecho, la investigacidn sugiere que hasta un 90% del
residuo de la droga se puede encontrar en el efluente que sale de la planta de tratamiento
(Cooper, et al. 2008); la excrecién combinada de ingredientes farmacéuticos activos
puede tener lugar a través de la orina y las heces, que es la ruta directa a través del cual
medicamentos entran en el medio ambiente; la ruta indirecta se considera que es la
eliminacion de los medicamentos no utilizados o sobrantes mediante el lavado en el
alcantarillado (Daughton, 2009).

2.2.7. Efectosy riesgos por la presencia de fArmacos en el ambiente

Los farmacos, una vez vertidos en el ambiente, pueden tener efectos nocivos
desconocidos sobre los organismos vivos, estos productos han sido desarrollados para

actuar sobre mecanismos metabdlicos y moleculares en personas y animales, al
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introducirse en el ambiente, pueden actuar por el mismo mecanismo en los animales que
tengan organos, tejidos, células o biomoléculas similares, sin embargo, en organismos
inferiores los modos de accion pueden darse de muchas formas diferentes, ademas, estos
farmacos tienen la capacidad de acumularse en los tejidos animales, por ejemplo,
concentraciones de ibuprofeno y diclofenaco identificados en el plasma, rifiones e higado
de diversos peces (Brown, et al. 2007).

Actualmente, los efectos generados por farmacos en el ambiente no son conocidos
detalladamente, las cantidades encontradas en las aguas, no suelen ser de toxicidad
aguda para los organismos acuéticos, pero el hecho de que puedan estar expuestos a
estos compuestos durante largos periodos de tiempo influye mucho en la toxicidad
cronica, y este riesgo se incrementa porque estos contaminantes suelen estar presentes en

el medio ambiente, resultando en un efecto conjunto o sinérgico (Quinn, et al. 2009).

2.2.8. Aguas residuales

Las caracteristicas originales de estas aguas han sido alteradas por la actividad
humanay su calidad requiere un tratamiento previo antes desu reutilizacion,
vertido a cuerpos de agua naturales o sistemas de alcantarillado (OEFA, 2012). El
MVCS (2006), en la norma 0S.090 conceptualiza las aguas residuales como aquellas que
han sido utilizadas por una comunidad o industria y que contiene material organico o
inorganico, disuelto o suspendido. Romero (2004), lo define como Residuos de agua
usada, que de alguna manera son vertidos al alcantarillado y transportados a través de la
red de alcantarillado; ademas define a las aguas residuales domesticas (ARD) como los
liguidos provenientes de las viviendas o residencias, edificios institucionales o

comerciales e institucionales.

2.2.9. Tratamiento de aguas residuales

Consiste en una serie de procedimientos fisicos, quimicos y bioldgicos que tienen
como fin remover contaminantes fisicos, quimicos y bioldgicos presentes en
el agua generada por el uso humano. La finalidad del tratamiento es producir agua limpia
y reutilizable en el ambiente y un residuo sélido o fango convenientes para la disposicion
o rehaso (Ecured, 2008).
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Figura 2

Procesos de tratamiento de aguas residuales
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2.2.10. Mecanismos de biorremediacion

Los mecanismos de biorremediacion que se generan en la eliminacion de
contaminantes emergentes por aplicacion de tratamiento con microalgas son la
adsorcién/absorcion y la biodegradacion; estos procesos de adsorcion/absorcion de
contaminantes emergentes son condicionados principalmente por la estructura del
compuesto  farmaceutico, la especie de microalga que actuard como
adsorbente/absorbente y de las condiciones de su medio (Norvill, Shilton & Guieysse,
2016). Ademas, la adsorcion parece ser un paso previo en la biodegradacion de algunos
contaminantes; la biodegradacion de contaminantes emergentes por medio de microalgas
puede tener lugar de forma directa mediante metabolitos heterétrofos (Neilson & Lewin,

2016); o mediante la accidn de enzimas extracelulares.

Ademas, estos contaminantes se pueden descomponer aumentando la cantidad
de oxigeno disuelto en el agua, mediante la fotosintesis cambiando el nivel de pH
0, en las condiciones apropiadas, mediante una relacion simbidtica entre bacterias
(Mufioz, 2016).

2.2.11. Tratamiento de aguas residuales con microalgas

El uso de microalgas en el tratamiento de aguas residuales se remontan a los afios 60,
hoy, la implementar como un sistema a escala industrial no ha sido posible, siendo
necesario superar algunas limitaciones que restringen su eficacia en los sistemas de
tratamiento convencional, en la actualidad, no se puede implementar como un sistema de
tratamiento con microalgas de manera independiente, sino como una etapa dentro del
sistema de tratamiento en una PTAR, ya sea como tratamiento secundario o terciario, que
logre el cumplimiento con los valores maximos admisibles para aguas residuales y la

eliminacion de contaminantes emergentes; el cultivo de microalgas esta determinado por
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las caracteriristicas del agua residual y la presencia de nutrientes necesarios para el
crecimiento de las microalgas, siendo estos principalmente carbon, Ny P (Gomez et al.,
2015).

Las microalgas se caracterizan por su alta eficiencia fotosintética, las altas tasas de
crecimiento, amplia adaptabilidad y alto potencial para eliminar nutrientes inorganicos de
las aguas residuales; siendo el principal mecanismo de eliminacion de nutrientes de algas
es su absorcion en la biomasa celular (Ritchmon, 2004). Una de las principales ventajas
por la aplicacion de microalgas como sistema de tratamiento frente a sistemas
convencionales es la disminucion de los costos energéticos, ya que a través de fotosintesis
se incrementa el oxigeno disuelto del agua, permitiendo reducir la aireacién que supone
un cuarenta y cinco al setenta y cinco % del costo total del proceso (Rosso, et al. 2008).
Las microalgas de mayor uso en el tratamiento de aguas residuales y que son facilmente
identificables en cuerpos de agua natural, son las del género Chlorella y Scenedesmus
debido a sus elevadas tasas de crecimiento y a su adaptacion a diferentes medios o
condiciones externas (Gomez et al., 2013). Ademas, es uno de los géneros que presentan

mayor tolerancia a medios contaminados o efluentes de aguas residuales (Palmer, 2009).
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2.3. Definicion de términos basicos

2.3.1. Biorremediacién

La biorremediacion es la aplicacion de microalgas en sistemas de tratamiento para la
remocion o biotransformacion de elementos toxicos o dafiinos (contaminantes), incluidos
nutrientes, xenobi6ticos y CO; del agua residual, esta biotecnologia es econémica,
practica, sencilla y eficiente (Gomez et al., 2015).

2.3.2.  Biotransformacion

La biotransformacion es un proceso a través del cual un elemento o sustancia de
convierte (transforma) en otro subelemento debido a una accion quimica de un
organismo; la biotransformacion es un proceso primordial en el ciclo de vida de los
organismos vivos, los nutrientes absorbidos; se convierten en elementos necesarios para
el desarrollo funcional de estos organismos; en el caso especifico de farmacos, es un

metabolito terapéutico y no el propio principio activo del farmaco (Rosso, et al. 2008).

2.3.3.  Metabolitos

Es un producto que da como resultado de la descomposicion (metabolismo) de un
farmaco por parte del cuerpo; sustancia que el cuerpo elabora o usa cuando descompone
los alimentos, los medicamentos o sustancias quimicas; o su propio tejido (Neilson &
Lewin, 2016).

2.3.4. Farmacos

Se entiende por drogaa una sustancia con una composicion quimica conocida con
precision que es capaz de influir o cambiar algunas de las caracteristicas fisiologicas de
su usuario; si suficientes personas toman un farmaco, su dosis puede determinarse con

precision y sus efectos pueden comprenderse por completo (ASHP, 2017).

2.3.5. Adsorcion

Es un proceso fisicoquimico en el que un contaminante, compuesto, sustancia o
elemento (adsorbato) presente en un medio liquido o gaseoso, queda adherido a un

microorganismo (adsorbente), en este caso no hay transferencia de masa, en el adsorbato
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se crea una capa del adsorbente, debiéndose existir afinidad entre los grupos funcionales
del microorganismo y el contaminate ya que es atraido por el microorganismo o enlazado

por diferentes mecanismos fisicoquimicos (Lopez, et al. 2015).

Figura 3

Proceso de adsorcién de contaminantes
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2.3.6. Absorcion

La absorcion es un proceso fisicoquimico en el que un contaminante, sustancia,
elemento, compuesto, atomos, moléculas o iones pasan de una fase, ya sea, liquida o
gaseosa a otra liquida o gaseosa. Es decir, se transfiere la materia de una fase A
(absorbato) a otra fase B (absorbente) en la que queda disuelto o disperso; es un
mecanismo de interaccion entre la microalga y el contaminante a fin de degradarlo o
transformarlo, la absorcion se produce por un complejo formado entre iones y productos
metabolicos generados por Chlorella a través de relaciones enzimaticas y transportadores
“carrier” de caracter lipidico, los mecanismos cinéticos por relacion lineal y saturacion se
manifiestan en el plasmalema de las células; en las membranas celulares de Chlorella se
localizan bombas de protones, considerados como los responsables del transporte activo
e indirectamente del intercambio de sustancias entre la microalga y su medio (LOpez, et
al. 2015).
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Figura 4

Proceso de absorcidn de contaminantes
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Fuente: Adaptado de Lopez, et al. (2015)
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CAPITULO 111

MATERIALES Y METODOS

3.1.  Ubicacion geografica

La investigacion se desarrollé en un &rea acondicionada en la Av. La Cantuta S/N

ubicada en la ciudad de Cajamarca con las siguientes coordenadas: norte 9208343,65 m,

este 775899,63 m, altitud 2683 msnm.

Figura 5

Ubicacion del proyecto en la ciudad de Cajamarca
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3.2.

3.5.1.

AN N NN Y N N N NN

3.5.2.

N N N N N N N N N N N N NN

Materiales

Materiales de campo

Probetas graduadas de PVVC color transparente de 1000 mL.

Bomba de inyeccidon de aire de cuatro salidas Marca: RSelectrical, modelo: RS-
9801.

Manguera de silicona transparente 4 mm.

Te de PVC 4mm.

Valvulas reguladoras de aire de PVC 4mm.

Difusores sumergibles de aire.

Focos de iluminacion de 36 watss marca: Philips modelo: Stper 80 36W/865 G13
Agua residual de la PTAR — Celendin.

GPS, marca: GARMIN, modelo: GPSmap76CSx.

Camara digital, marca: Samsung, modelo: WB850F

Fichas de registro.

Material de escritorio.

Materiales de laboratorio

Acetaminofén Lote nro. 011911073 Report no. 0111071 (B)

Chorella sp. CEPA UTEX 2714

Balanza analitica Marca: Ohaus Modelo: Adventurer AX324

Centrifuga Marca: Biobase Modelo: BK-THR20K-D

pHmetro digital Marca: Hanna Instrument Modelo: pH&EC H198129 y HI198130
Termometro ambiental de mercurio

Microscopio optico Marca: Olympus Modelo: CX23

Cromatdgrafo de fase liquida de alta resolucion - HPLC-DAD Modelo: 1260
Camara de Neubauer de dos rejillas

Azul tripan

Matraz Erlenmeyer 1000 mL

Frasco Winckler 250 mL

Vasos de precipitado

Algodon y papel aluminio

F/2 Guillard's Algae Food — Part A
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3.5.3.
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3.3.

3.6.1.

F/2 Guillard’s Algae Food — Part B

Jeringas de 10 mL esteériles

Filtros para jeringa SIMPLEPURE PES 0,54 um
Filtros Milipore con un tamafio de poro de 0,54 um
Tubo de propileno, base cénica, tapa rosca, 15 mL

Metanol

Materiales de gabinete

Laptop Lenovo Intel Core i5

Software IBM SPSS ®

Microsoft Word 2010, Microsoft Excel 2010.

Impresora, marca: Canon, modelo: ImageRunner 1435

Metodologia

Disefio experimental

La investigacion se desarrolldé bajo un disefio estadistico completamente

randomizado - DCA, con cinco tratamientos, incluye dos controles (C- y C+) y tres

repeticiones de cada tratamiento respectivamente; se evalud la efecto de la densidad
poblacional de Chlorella sp (CEPA UTEX 2714 obtenido de la de la Universidad

Nacional del Santa) en la remocion de acetaminofén del efluente de la planta de

tratamiento de aguas residuales de la ciudad de Celendin en el afio 2021, estableciéndose

un sistema de tratamiento que consistio en la instalacion de fotobiorreactores operando

bajo las mismas condiciones.

3.6.2.

Codificacion de los tratamientos

Las muestras de agua residual recibidas tenian la codificacion de la siguiente manera:

To: Agua residual + 4 mg acetaminofén tiempo inicial o cero

To 5D: Agua residual + 4 mg acetaminofén luego de 5 dias

Tioor1: Agua residual + 100 mL de suspension de Chorella sp + 4 mg acetaminofén
Tioor2: Agua residual + 100 mL de suspension de Chorella sp + 4 mg acetaminofén

T1o0r3: Agua residual + 100 mL de suspension de Chorella sp + 4 mg acetaminofén
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Taoor1: Agua residual + 200 mL de suspension de Chorella sp + 4 mg acetaminofén
Taoor2: Agua residual + 200 mL de suspension de Chorella sp + 4 mg acetaminofén
T2oors: Agua residual + 200 mL de suspension de Chorella sp + 4 mg acetaminofén
Tsoore: Agua residual + 300 mL de suspension de Chorella sp + 4 mg acetaminofén
Tsoor2: Agua residual + 300 mL de suspension de Chorella sp + 4 mg acetaminofén

Tsoors: Agua residual + 300 mL de suspension de Chorella sp + 4 mg acetaminofén

El sistema de tratamiento fue distribuido en un disefio estadistico completamente
randomizado — DCA. Se contrastd la hipétesis con la realizacion de un analisis estadistico
a través de prueba de normalidad, prueba de homogeneidad, F de Levene, analisis de
varianza (ANOVA), prueba de Tukey y prueba de variacion de medias de cada una de las
variables que se plantearon en la investigacion (el andlisis estadistico se describe en los

anexos).
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3.6.3. Distribucion de los tratamientos

La distribucion del experimento se realizé conforme al siguiente disefio.

Figura 6

Disefio del sistema de fotobioreactores

3.6.4. Descripcion del sistema de tratamiento
La investigacion esta dividida en tres fases fundamentales que marcan el avance o
desarrollo de la ejecucion, presentandose de la siguiente manera:
a)  Fase de campo
b)  Fase de laboratorio

c) Fase de gabinete
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a)

Fase de campo
La fase de campo estuvo determinada por la adquisicion de insumos, reactivos,

materiales equipos e instrumentos necesarios para la realizacioén de la investigacion, a

continuacién, se describen las actividades desarrolladas en esta fase.

b)

Georreferenciacion del punto de toma de muestra (efluente PTAR - Celendin) y area
para instalacion del experimento con fotobiorreactores en la Av. La Cantuta S/N -
Cajamarca; la georreferenciacion se realizd6 con el uso de un GPS Garmin
GPSmap76CSx.

Adquisicion de acetaminofén Lote nro. 011911073 Report no. 0111071 (B),
microalga Chorella sp, probetas graduadas de PVC color transparente de 1000 mL,
bomba de inyeccidn de aire, manguera de silicona transparente 4 mm, Te de PVC
4mm, valvulas reguladoras de aire de PVC 4 mm, difusores sumergibles de aire,
focos de iluminacion de 36 watss, matraz Erlenmeyer 500 mL, vasos de precipitado,
algodon y papel aluminio, F/2 Guillard's Algae Food — Part A, F/2 Guillard's Algae
Food — Part B, jeringas de 25 mL estériles, filtros para jeringa SIMPLEPURE PES
0,54 um, tubo de propileno base conica tapa rosca de 15 mL, metanol y entre otros.

Fase de laboratorio

La fase de laboratorio esta diferenciada en tres etapas, la primera etapa consistié en

el cultivo, escalamiento, mantenimiento y aclimatacion de Chlorella sp, la segunda etapa

de pesaje de acetaminofén y la tercera etapa que consistio en la puesta en marcha del

experimento, monitoreo de parametro de campos y analisis cuantitativos.

Etapa 1: Cultivo, escalamiento, mantenimiento y aclimatacion de Chlorella sp

Para asegurar la calidad e inocuidad del cultivo se adquirié 1 litro de cultivo de

Chlorella sp CEPA UTEX 2714 de la Universidad Nacional del Santa certificada por el

Blgo. Gustavo Olivos, el cultivo madre tuvo una densidad poblacional de 2x10° cel mL"

1 de Chlorella sp.

Se realizd el cultivo, escalamiento y aclimatacion del cultivo a las condiciones
ambientales de laboratorio de aguas de la Universidad Nacional Auténoma de Chota
y posteriormente se implementd en el sistema de fotobiorreactores de control y

tratamientos.
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e Elcultivo madre de un litro Chlorella sp fue separado en 5 cantidades iguales de 200
mL aforados a 500 mL con agua potabilizada en matraces Erlenmeyer, el cultivo
alcanzo la densidad de 2,1x106 cel mL? a los 15 dias, teniendo en cuenta el
crecimiento exponencial de Chlorella sp; se repitid el proceso hasta alcanzar la
cantidad de 2 litros.

e Al cultivo se adicioné F/2 Guillard’s Algae Food — Part A y F/2 Guillard’s Algae
Food — Part B como medio de cultivo a razén de 5/1000 mL de cada complemento
nutricional.

Composicion F/2 Guillard’s Algae Food — Part A

Ferric Chloride (Fe) 0.82%, Colbalt Chloride (Fo) 0,002%, Zinc Sulfate (Zn)
0,0037%, Copper Sulfate (Cu) 0,0017%, Manganese Chloride (Mn) 0.034%, Sodium
Molybdate (Mo) 0,0009% y EDta.

Composicion F/2 Guillard’s Algae Food — Part B

Sodium Nitrate (N) 9.33%, Monosodium Phosphate (P205) 2.0%, Thlamine
Hydrochloride (B1) 0,07%, Vitamin B12 0,0002% y Biotin 0,0002%.

e Los cultivos se mantuvieron a condiciones constantes en laboratorio, a una
temperatura promedio de 21,20 °C, luminosidad con fluorescentes de luz blanca de
36 Wattss con una intensidad de 2000 Lux., el pH presento un valor promedio de
7,23 y agitacion a través de la inyeccion de aire por medio de bombas de inyeccion.

e Se realiz6 monitoreo y seguimiento constante a fin asegurar caracteristicas dptimas
de crecimiento y adaptabilidad, dando condiciones de luminosidad, agitacion y

temperatura para asegurar un cultivo homogéneo.

Control y recuento en la cAmara de Neubauer

Los controles se realizaron de manera periédica para monitorear algin tipo de
contaminacién del cultivo, no habiéndose registrado contaminacién debido a la inocuidad
del cultivo madre; El reconteo se desarroll6 en el laboratorio de aguas de la Universidad

Nacional Autébnoma de Chota, el procedimiento realizado fue el siguiente:

Tripsinizacion: desprendimiento de las células que crecen en el cultivo, uso de

tripsina para la separacion de las células de forma individual.
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Adicidn de solucién de azul tripan: para visualizar y diferenciar las células vivas
y células muertas (coloide que se introduce en el interior de las células que presentan

roturas en la membrana).

Conteo en camara de Neubauer de dos rejillas, profundidad 0,200 mm y area de

cuadrante 0,0025mm?.

Monitoreo de crecimiento

El procedimiento consistio en realizar muestreos al azar de cultivos de Chlorella
sp a fin de determinar su densidad de crecimiento e inocuidad del cultivo, no
identificandose contaminacion del cultivo o algun factor que haya influido en su

crecimiento.

Densidad poblacional en cultivo de adicion - camara de Neubauer

Se utilizo cultivo de adicién o cultivo madre como aplicacion de tratamiento, la
densidad poblacional fue de 2,1x106 cel mL™? los mismos que fueron aplicados a razén

de 100 mL, 200 mL y 300 mL en cada sistema de tratamiento.

Adicion de 10 pL de suspension celular en cada rejilla de la cAmara y posterior

conteo celular en los 4 cuadrantes extremos de las rejillas.
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Figura 7

Céamara de Neubauer - conteo en cuadrantes extremos
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Densidad de Chlorella sp en el tratamiento T1oor1, T100r2 Y T100R3

En el sistema de tratamiento con la adicion de 100 mL de Chlorella sp, manteniéndose
bajo monitoreo periddico, se evidencid un crecimiento exponencial de Chlorella sp,
encontrandose en un promedio de densidad celular de 2,9x10® cel mL™, registrandose
picos de crecimiento los mismos que son controlados por la cinética de crecimiento propio
de la misma especie. Para Santos, et al. (2014) mencionan que Chlorella sp se diferencia
por tener crecimiento rapido, las células se duplican en uno a diez dias, alto contenido de

lipidos.

Densidad de Chlorella sp en el tratamiento T2oor1, T200r2 Y T200r3

En el sistema de tratamiento con la adicion de 200 mL de Chlorella sp,
manteniéndose bajo monitoreo periddico, se evidencié un crecimiento exponencial de

Chlorella sp, encontrandose en un promedio de densidad celular de 3,4x10° cel mL?,
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registrdndose picos de crecimiento los mismos que son controlados por la cinética de

crecimiento propio de la misma especie.

Densidad de Chlorella sp en el tratamiento Tsoor1, T300r2 Y T300r3

En el sistema de tratamiento con la adicion de 300 mL de Chlorella sp,
manteniéndose bajo monitoreo periddico, se evidencié un crecimiento exponencial de
Chlorella sp, encontrandose en un promedio de densidad celular de 4,2x10° cel mL7,
registrandose picos de crecimiento los mismos que son controlados por la cinética de

crecimiento propio de la misma especie.

Monitorear la densidad poblacional de Chlorella sp nos permite conocer la cantidad
de celulas presentes en cada sistema de tratamiento para poder relacionar su influencia en
el contaminante y la aplicacion del tratamiento a diferentes densidades, por lo tanto, es

un indicador que fue monitoreado constantemente en la cAmara de Neubauer.

Etapa 2: Pesaje de acetaminofén

El peso de 4 mg de acetaminofén se realizo con la ayuda de una balanza analitica
de alta precision, el procedimiento consistié en prender la balanza, verificar el nivel,
ubicacién de los sobres para pesaje, verificacion de precision, tareo con sobres para
pesaje, pesaje de acetaminofén hasta alcanzar la precisién de 2 mg y almacenamiento
temporal hasta su aplicacion en el experimento, para el desarrollo de esta actividad se

hizo uso de implementos de seguridad de laboratorio.

Etapa 3: Puesta en marcha del experimento, monitoreo de paradmetro de campo y

analisis cuantitativos

e La instalacion del experimento se realizo en la Av. La Cantuta S/N — Cajamarca en
un area firme y estable, en donde se ubicaron los fotobiorreactores debidamente
identificados, se tomé en consideracion la ubicacion del sistema eléctrico necesario
para el funcionamiento de la bomba de aire.

e Los cultivos de Chlorella sp fueron inoculados en cada uno de los fotobiorreactores
de material plastico y trasparente en forma de probeta graduada, aforados a un

volumen de 1 L con una matriz de agua residual extraida de la planta de tratamiento
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de aguas residuales de la ciudad de Celendin que previamente fue tratada con
filtracion al vacio con filtros Milipore con un tamafo de poro de 0,54 um para
eliminar impurezas orgéanicas e inorganicas, y la presencia de algas, virus o bacterias
que puedan influir en la remocién de acetaminofén.

El sistema de tratamiento consistio en la instalacion de seis fotobiorreactores de
control negativo y control positivo y nueve fotobiorreactores de tratamiento a
diferente densidad poblacional de Chlorella sp.100 mL, 200 mL y 300 mL de
biomasa fresca algal con una densidad de células de 2,1x106 cel mL™.

Se adiciond de 5 mL de F/2 Guillard’s Algae Food — Part A y 5 mL de F/2 Guillard's
Algae Food — Part B, como parte del requerimiento nutricional de Chlorella sp.
Cada fotobiorreactor contd con un sistema de aireacién, que sirvié como fuente de
oxigeno y homogenizacion del agua residual (agitacion), a fin de evitar la
precipitacion de Chlorella sp (Salgueiro, 2018).

Fotoperiodo de 12:12 horas, como factor importante en la regulacion de la
produccion y division celular, el sistema estuvo expuesto a luz directa generada por
fluorescentesde luz blanca de 36 Wattss (Bhola et al., 2011) con una intensidad de
2000 Lux.

El sistema de tratamiento se mantuvo con una temperatura promedio de 21,20 °C
constante durante el tiempo de ejecucion de la investigacion.

El pH mantuvo un valor promedio de 7,23 manteniéndose con ligeras variaciones.
El tiempo de retencion hidraulica (TRH) para cada fotobiorreactor fue de 5 dias.
Adicién de 4 mgL* de acetaminofén como elemento de estudio (contaminante).

Puesta en marcha del experimento.

Monitoreo de parametros de campo

El monitoreo de los pardmetros de campo se realiz6 directamente en el sistema de

fotobiorreactores, conforme al cronograma de actividades; los pardmetros de oxigeno

disuelto, temperatura y pH realizaron diariamente, estos parametros influyen y son

justificativos en la remocion de acetaminofén; las muestras fueron enviadas al

Laboratorio Regional del Agua — GORECAJ realizando los siguientes procedimientos.

Oxigeno disuelto (OD): este parametro fue monitoreado con un multipardmetro y
contrastado con él envié de muestras al Laboratorio Regional del Agua — GORECAJ

para asegurar la certeza de los resultados; para el envio a laboratorio se recolecto la
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muestra en un frasco Winkler de 250 mL, se vertié al ras el agua proveniente del
sistema de fotobiorreactores, se procedio a tapar y eliminar lo sobrante; se abrio el
frasco y agreg6 los preservantes (Rx1: Sulfato manganoso y Rx2: Hidréxido de
sodio, azida de sodio y yoduro de potasio); se volvié a tapar, eliminacion del sobrante
y movimientos invertidos para homogenizar la muestra con los preservantes. El
metodo de deteccion utilizado en laboratorio fue: SMEWW-APHA-AWWA-WEF
Part 4500-O C, 23rd Ed. 2017. Oxygen (Dissolved). Azide Modification.

pH: este parametro fue monitoreado con un multipardmetro y contrastado con el
envié de muestras LRA — GORECAJ para asegurar la certeza de los resultados; para
el envio a laboratorio se recolectd la muestra en un frasco de plastico de 250 mL, se
vertio 200 mL de agua proveniente del sistema de fotobiorreactores la muestra no
requiere la adicion de preservante. EI método de deteccion utilizado en laboratorio
fue: SMEWW-APHA-AWWA-WEF Part 4500-H+ B, 23rd Ed. 2017. pH Value.
Electrometric Method.

Temperatura: este parametro fue monitoreado con un multiparametro debidamente
calibrado en cada uno de los fotobiorreactores.

Tiempo de retencion hidraulica; segiun bases tedricas se establecid de 5 dias,
conforme a lo justificado por CENTA (2008) y Gaibor (2005).

Recolecciéon de las muestras

Se realizd conforme al procedimiento de toma de muestras establecido por el Dr.

Ledn Villegas jefe del laboratorio de bioquimica — UPCH; recoleccion a través de toma

de muestras simples por recoleccion manual, rotulado e identificacion de las muestras; la

recoleccion de muestras estuvo determinado por el método y validacion de ensayo de

HPLC en laboratorio y en cumplimiento al cronograma, establecido en los puntos de

monitoreo especificados.

Preparacion de las muestras

De cada fotobiorreactor del sistema de control positivo, control negativo

tratamiento y repeticiones se realizé el siguiente procedimiento:

e Toma de muestras de 15 mL en tubo de propileno, base conica, tapa rosca.

e Centrifugado a 1500 rpm por un tiempo de 10 min.
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e Toma de alicuota de 4 mL.

e Filtracion con SIMPLEPURE PES 0,54 pum.

e Adicion de 1 mL de metanol, que acta como inhibidor de la actividad
bioldgica.

e Homogenizacion de la muestra.

Conservacion y envio de las muestras.

La conservacion de muestras se realizé en un cooler térmico conteniendo las
muestras refrigeradas con ice pack a una temperatura de 4 °C; las muestras no requirieron
la adicion de algun preservante, se envi6 por transporte terrestre inmediatamente de haber
conservado las muestras, el cooler se mantuvo cerrado desde la toma de muestras hasta

su ingreso al laboratorio de bioquimica - UPCH.

Analisis cuantitativo por HPLC y condiciones cromatograficas.

El analisis cuantitativo se realizo en el laboratorio de bioquimica de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia con la determinacion y validacion del método analitico de

cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

Se us6 metodologia por HPLC descrita por Nief Rahman Ahmad and Farha Khalaf
Omar (1, 4). Para el andlisis se inyectaron 20 pL de las soluciones del eluato (muestra) y
estandar a través de un inyector automatico en un sistema HPLC-DAD modelo 1260
(Agilent, USA). La separacion se realiz6 en una columna Zorbax SB 5 um, 150 x 4.6 mm.
La fase mdvil consistio en una mezcla de Metanol: Agua (30:70, v/v). La temperatura del
horno de la columna estuvo a 25 °C y el flujo fue de 1,0 mL/min. La deteccion del

acetaminofén se realiz6 a 254 nanémetros (nm).

Las curvas de calibracién fueron hechas por la medicién de las areas de picos, a

partir de ello se calculd las concentraciones de acetaminofén en cada una de las muestras.

ug mg\ __ A_m °
C (—o—)— Asthsthdxp v N1

mL L
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Donde:
C = concentracién de la muestra
Am: area de la muestra
Ast: area del estandar
Cst: concentracion del estandar
Fd: inversa del factor de dilucién

p: potencia

Linealidad del método

Se usé metodologia original descrita por Nief Rahman Ahmad and Farha Khalaf
Omar (1), se alterd las concentraciones de las diluciones a comodidad. A partir de la
solucion madre de 40 mg de paracetamol en 100 mL de metanol se realizaron diluciones
tedricas con fase movil a 16 ug/mL, 8 ug/mL, 4 ug/mL, 2 ug/mL, 1 ug/mL y 0.5 ug/mL,
y almacenadas a 4 °C. Se hizo 2 mezclas (n=2), y 2 inyecciones (réplicas) de 20 uL de las

mezclas de las soluciones estandares de acetaminofén al sistema HPLC-DAD.

Test de regresion lineal simple

Se realizo el test de regresion lineal simple para explicar la relacion entre la
respuesta (eje y) y una variable explicativa (eje x), mediante la siguiente formula descrita

en el libro de sistema de analisis estadistico de Pedroza y Discovskyi (2).

Donde:
v: respuesta
o: Intercepto
B: pendiente de la recta

X: variable explicativa
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Coeficiente de correlacion lineal y coeficiente de determinacién

Para medir la dependencia lineal que existe entre la respuesta y la variable
explicativa, se uso la siguiente formula descrita en el libro de sistema de analisis

estadistico de Pedroza y Discovskyi (2).

Donde:

r: coeficiente de correlacion muestral

Sxy: es la covarianza muestral entre el eje X y eje y
Sx: covarianza muestral del eje x

Sy: Covarianza muestral del eje y

El coeficiente de determinacion (R2) es el cuadrado del coeficiente de correlacion

muestral (2).

Se realizo una curva de calibracidon con 6 niveles de concentracion teéricos a 0,51
ug mL?, 1,02 ug mL?, 2,04 ug mL*, 4,08 ug mL?, 8,16 ug mL y 16,32 ug mL™ a partir

de la solucion madre de 400 ug/mL de acetaminofen.
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Tabla 4

Diluciones del estandar de acetaminofén a partir de la solucion madre y el promedio de

las &reas de picos obtenidos.

En la figura 8 se observa la curva de calibracion obtenida en funcion del promedio

de las areas cromatogréficas frente a la concentracién del estdndar de acetaminofén, los

resultados del promedio de las 6 inyecciones (n=2, 3 inyecciones para cada mezcla) se

muestran en la tabla 4. La curva de calibracién para el paracetamol corresponde a una

linea recta cuya ecuacion es y=411,969x — 9,232 con un R2 = 1,00, ello indica que existe

una relacion lineal entre el area y su concentracion; el cromatograma obtenido para el

estandar de paracetamol cuyo tiempo de retencion fue de 2,5 minutos en las condiciones

ensayadas.

Area pico cromatogréafico (mAU*s)

et promeio Syt
M1A M1B M2A M2B
0,51 206,59 206,73 206,99 207,03 206,84 0,21
1,02 412,63 412,38 412,96 412,99 412,74 0,29
2,04 832,03 832,27 833,02 833,13 832,61 0,54
4,08 1664,04 1664,59 1663,22 1665,19 1664,26 0,84
8,16 3345,20 3346,42 3346,51 3346,21 3346,09 0,60
16,32 6718,61 6718,68 6717,37 6719,91 6718,64 1,04
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Figura 8

Curva de calibracién para el estandar de acetaminofén.
8000

7000 y =411.969x - 9.232 ..
R2=1.000

Area de pico (mAU*s)

0 5 10 15 20
Concentracion (ug/mL)

Analisis de estabilidad

La estabilidad se evaluo a temperatura ambiente del estandar de acetaminofén a 4
ug/mL durante las 24 y 48 horas. Se hizo una mezcla y se realiz6 3 inyecciones, siguiendo

con el método desarrollado.

Se hizo la mezcla de la solucién de estandar de acetaminofén y se obtuvo las
concentraciones a partir de la ecuacion de la recta (Tabla 4 y Figura 5). Se evalud la
estabilidad a las 24 y 48 horas del estandar a una concentracion de 4,1 ug mL™ para
corroborar si existe algin cambio estandar o algin cambio perceptible durante el tiempo
que permanecio dentro del sistema HPLC, la concentracion del estandar se mantuvo cerca
al 100 % (concentracion inicial) con una variacion minima, desviacion estandar y
desviacion estandar relativa dentro de los margenes aceptables, es decir, estos fueron

estables.
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Tabla 5 Evaluacion de la estabilidad de acetaminofén a 4 ug mL™*

Es;[iae l;iql{i)%ad Are_ade Concentracion Concentra_cién Concentracion DSR DS
pico (ug mL-1) promedio (%) (%)
1700,45 4,15
Inicio 1700,46 4,15 4,15 100,00 0,02  0,0009
1699,79 4,15
1704,18 4,16
24 Horas 1690,02 4,13 4,14 99,83 0,42 0,017
1697,90 4,14
1701,61 4,15
48 Horas 1691,94 4,13 4,15 99,95 0,39 0,016
1704,55 4,16

Evaluacion de precision

Se usd la desviacion estandar relativa (DSR) para evaluar la precision del sistema
cromatografico a las areas bajo la curva y tiempo de retencion (TR), mediante 6
inyecciones a 4 ug/mL de soluciones estandar de acetaminofén, esta debe ser menor del
2 %, segln lo mencionado en los trabajos de investigacion de Nief Rahman Ahmad and
Farha Khalaf Omar (1) y Manousi, N. et al (3).

Donde:
DSR: desviacion estandar relativa o coeficiente de variacion
DS: desviacion estandar
X: promedio del area bajo la curva o tiempo de retencion
N: nimero de datos

x: valores obtenidos
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Para el estudio de la precision se realiz6 6 inyecciones a una concentracion tedrica
de 4.1 ug mL? de la solucion estandar de acetaminofén. Los %DSR para las areas y
tiempo de retencion son menores al 2 % (Tablas 9), por lo tanto, el método analitico es

preciso.

Tabla 6

Precision del sistema cromatografico en tiempo de retencion y areas de las sefiales

cromatograficas del estandar de paracetamol a la concentracion de 4,08 ug mL™.

Inyeccion o Tiempo de Areas de picos
réplicas retencion
1 2,51 1705,79
2 2,51 1703,97
3 2,51 1701,86
4 2,52 1700,45
5 2,51 1700,46
6 2,51 1699,79
X 2,51 1702,05
DS 0,0022 2,37
DSR (%) 0,086 0,14

Determinacion del limite de cuantificacion y deteccion

Se determind a partir de los datos de seis diluciones cuyas concentraciones tedricas
fueron 16 ug/mL, 8 ug/mL, 4 ug/mL, 2 ug/mL, 1 ug/mL y 0.5 ug/mL, para ello se preparo
2 muestras y se inyecto por duplicado cada dilucién. Se aplicé la ecuacion obtenida en la
regresion lineal para obtener las concentraciones experimentales; el limite de
cuantificacion y deteccion se calculé mediante las siguientes férmulas (1, 3 y 4) que se

detallan a continuacion.

LC =2xbs N° 6
B
LD = 3";’5 ........ N° 7



Sixy = —
Donde:
LC: limite de cuantificacion
LD: limite de deteccién
DS: desviacion estandar
B: pendiente de la curva de calibracion
a: intercepto

S2 xy : Varianza

Se aplico la ecuacion de la recta y se determiné las concentraciones experimentales
de las seis diluciones de 0,51 ug mL™, 1,02 ug mL™, 2,04 ug mL*, 4,08 ug mL™, 8,16 ug
mL?y 16,32 ug mL™. Los datos empleados en los calculos se muestran en la Tabla 07 y

los resultados del limite de deteccion y limite de cuantificacion que fue 0,044 ug mLt y

0,146ug mL™ se muestran en la Tabla 08.
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Tabla 7

Datos para calcular los limites de deteccién y de cuantificacion de acetaminofen.

n=24 X y Xy y? y/x Varianza
1 0,51 206,59 105,36 42680,94 405,09
2 0,51 206,73 105,43 42737,13 405,35 0,11
3 0,51 206,99 105,57 42848,63 405,88
4 0,51 207,03 105,59 42860,78 405,94
1 1,02 412,63 420,88 170259,32 404,53 0,53
2 1,02 412,38 420,62 170052,99 404,29
3 1,02 412,96 421,22 170538,65 404,87
4 1,02 412,99 421,25 170557,11 404,89 1,98
1 2,04 832,03 1697,35 692279,76 407,86
2 2,04 832,27 1697,83 692671,16 407,98
3 2,04 833,02 1699,35 693917,07 408,34 0,04
4 2,04 833,13 1699,59 694110,38 408,39
1 4,08 1664,04  6789,28 2769023,96 407,85
2 4,08 1664,59  6791,52 2770855,71 407,99 0,02
3 4,08 1663,22  6785,94 2766304,73 407,65
4 4,08 1665,19  6794,00 2772878,29 408,14
1 8,16 3345,20  27296,87  11190390,47 409,95 0,79
2 8,16 3346,42  27306,77  11198508,34 410,10
3 8,16 3346,51  27307,53  11199132,53 410,11
4 8,16 3346,21  27305,08 11197127,65 410,08 0,56
1 16,32 6718,61 109647,75 45139751,24 411,68
2 16,32 6718,68 109648,82 45140630,44 411,68
3 16,32 6717,38 109627,47 45123054,75 411,60 0,004
4 16,32 6719,91 109668,98 45157231,94 411,76
Suma 128,52 52724,71 583870,05 240050403,95 9792,00 4,03
a : -9,232 DS 6,031
B : 411,969 LD 0,04391835
V : 36,3685513 LC 0,14639451
Tabla 8
Limites de cuantificacion y deteccion del acetaminofén.
Compuesto LD (ugmL?) LC (ugmL?)
Acetaminofén 0,044 0,146
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Anélisis de recuperacion

Se us6 metodologia descrita por Nief Rahman Ahmad and Farha Khalaf Omar (1)
y se usé la formula planteada por Manousi, N. et al y Nief Rahman Ahmad (3,4). Se
adiciono una concentracion conocida de 4 ug/mL de acetaminofén a una muestra de agua
residual basal o blanco, y se procedié de acuerdo con el procedimiento descrito en la
seccion de andlisis cuantitativo. Se hizo dos mezclas de los estandares y 3 inyecciones a

cada muestra.

% de recuperacion = g—2x100 ........ N° 10

Donde:
Ce: Concentracion encontrada

Cd: Concentracion declarada o conocida

Se enriquecié 2 muestras de agua residual con cantidades conocidas de 4,128 ug
mL? de acetaminofén, se hizo tres inyecciones a cada mezcla.

Se obtuvo las concentraciones a través de la ecuacion N°2, considerando la pureza
del acetaminofén de 99,9%.

La recuperacion obtenida fue 99,62 % + 0,0043 y la desviacion estandar de relativa
(DSR) fue de 0,11 %, como se muestra en la Tabla 9, las cuales estan dentro del rango de

98 -102 % que valida la exactitud del método.

Tabla 9

Datos usados para calcular el porcentaje de recuperacion de acetaminofén en agua

residual enriquecida, n=2, tres inyecciones

Concentracion

Area de Concentracion Recuperacion DRS
Muestra ico encontrada romedio (%) (%) DS
p (ug mL—l) p 0 0
SPIKED 1685,79 4114
Muestra 1683,97 4,110
1
iggigg jicl)g 4,11 99,62 0,11 0,0043
I\SAZL‘;ESZ 1685,59 4114
1686,96 4117
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Tabla 10

Recuperacion de acetaminofén en agua residual enriquecida, n=2, tres inyecciones.

L Concentracion Recuperacion
Concentracion

Compuesto encontrada (% media = DSR (%)
declarada(ug/mL) (ug/mL) DS)
Acetaminofén 4,13 4,11 99,62 + 0,0043 0,11

Frecuencia de monitoreo

El monitoreo de acetaminofén se realizé con una frecuencia de una vez cada cinco
dias; los parametros oxigeno disuelto, temperatura, pH y tiempo de retencion hidraulica
se realizaron todos los dias en cada fotobiorreactor, se realizaron en los puntos de
monitoreo segun el cronograma establecido; lo que permitio observar los cambios

principales que ocurrieron durante el monitoreo.

Tabla 11

Frecuencia de los parametros monitoreados

Parametro Frecuencia TCo TCsp T100 T200 T300
Concentracién de o/ 5 dias X X X X X
acetaminofén
oD Cada dia X X X X X
pH Cada dia X X X X X
T® Cada dia X X X X X
TRH Cada dia X X X X X

c) Fase de gabinete

En la fase de gabinete se realiz0 la sistematizacion de resultados, ademas de
someterlo a pruebas estadisticas, se realizo el analisis por tratamiento a fin de evaluar la
eficiencia de la densidad poblacional de Chlorella sp en los diferentes tratamientos y
repeticiones con la adicion de 4 mgL™ de acetaminofén como contaminante; el
tratamiento Tioor1, T100r2 Y T100r3 @ Una concentracion de 100 mL de biomasa fresca algal,
el tratamiento T2oor1, T200r2 Y T200r3 @ UNA concentracion de 200 mL de biomasa fresca

algal y el tratamiento Tsoor1, T300r2 Y T300r3 @ Una concentracion de 300 mL de Chlorella
sp.
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El célculo del porcentaje de remocidn de acetaminofén se calculd bajo el sucesivo
procedimiento de célculo:
o Se realizo el célculo de datos promedios de acetaminofén; para cada punto de
monitoreo en cada fotobiorreactor de control y tratamiento con microalga Chlorella

sp. Aplicando la siguiente formula.

Donde:

X = promedio aritmético
X = valor individual de cada dato
n = nudmero de datos

o Con los promedios obtenidos en cada fotobiorreactor de tratamiento se realiz6 el
calculo del porcentaje de remocion de acetaminofén con el uso de la siguiente
formula.

Ccinicial acetaminofén — Cc final acetaminofén

% de remocion = . ; - * 100
Ccinicial acetaminofén

Donde:
Remocion: Eficiencia de remocion de acetaminofén (%)

Cc inicial acetaminofén: Concentracion inicial de acetaminofén, 4 mgL™ en cada
fotobiorreactor.

Cc final acetaminofén: Concentracion final de acetaminofén, después de haberse
aplicado el tratamiento con Chlorella sp.
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3.3.1. Técnicas e instrumentos de recopilacién de informacién
Durante el desarrollo de la investigacion se utiliz las siguientes técnicas e

instrumentos de recopilacion de datos.

Tabla 12

Técnicas e instrumentos de recopilacion de informacion

Parametro Meétodo de deteccion

Método analitico de determinacién cuantitativa

Concentracion de acetaminofén - cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC)
SMEWW-APHA-AWWA-WEF Part 4500-O
Oxigeno disuelto (OD) C, 23rd Ed. 2017. Oxygen (Dissolved). Azide
Modification.
SMEWW-APHA-AWWA-WEF Part 4500-H+
Potencial de hidrogeno (pH) B, 23rd Ed. 2017. pH Value. Electrometric
Method.
Temperatura (T°) Instrumental

Tiempo e retencidn hidraulica
(TRH)

Instrumental
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Determinacion de la concentracion de acetaminofén en el efluente de la
planta de tratamiento de aguas residuales de Celendin

Tabla 13
Concentraciones de acetaminofén en el efluente de la planta de tratamiento de aguas
residuales.
Codigo Area de pico cromatografico Concentrﬁmon Promedio  Desviacion
muestras (mg L) L tand
1 9 3 1 2 3 (mg L) estandar
PTAR 10,14 11,09 10,08 0,042 0,042 0,041 0,042 0,001

Se determind la concentracion de acetaminofén en el efluente de la planta de
tratamiento de aguas residuales de Celendin, realizdndose envios de muestras al
laboratorio de bioquimica de la UPCH, a través de cromatografia liquida de alta
resolucidn se registré areas de picos cromatograficos de 10,14; 11.09 y 10.08 siendo areas
equivalentes a una concentracion promedio de 0,042 mg L, su presencia en las aguas
residuales segun estudios realizados por la ASHP, determina que la excrecion renal del
acetaminofén es de 85 - 90 %, lo que significa que el N-(4-hidroxifenil) acetamida ingresa
a la planta de tratamiento de aguas residuales directamente a través de la red de
alcantarillado en su forma quimica o sus derivados; mucho mas, que en los sistemas de
tratamiento de aguas residuales, no hay un tratamiento especifico para productos
quimicos especialmente farmacos, que por su composicion quimica de estos farmacos no
se encuentran biodisponibles limitando la capacidad biodegradadora de los
microrganismos responsables de la depuracion de aguas residuales, asumiéndose que en
su forma quimica o sus derivados estas van a parar a los cuerpos hidricos alterando la

flora y fauna acuatica.

Los productos farmacéuticos, metabolitos y/o productos de degradacion debido a su
alta polaridad y baja volatilidad, la mayoria de farmacos son mas disponibles de ser

transportados a la columna de agua (Zhang, et al. 2014).
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El acetaminofén una vez administrados, puede excretarse del organismo sin sufrir
ninguna transformacion, o pueden metabolizarse mediante reacciones de oxidacion,
reduccion, hidrolisis y alquilacion, o bien formar conjugados mas polares e hidrofilicos
ques se excretan en la orina o la bilis (Heberer, 2012); los ingredientes 0 compuestos
farmaceéuticos activos de los farmacos pueden integrarse en el ambiente por procesos de
produccidn, uso o eliminacion, la existencia de estos en los ecosistemas naturales puede
perturbar la vida silvestre por la modificacion biolégica que ejercen o por el efecto de
bioacumulacién y potencial téxico en los organismos vivos, convirtiéndose en un
problema progresivo para tomarlo en consideracion y realizar acciones inmediatas para
su mitigacion (EMEA 2018); el problema se acentlia més aun que los contaminantes
emergentes, entre ellos los farmacos, son productos que tiene caracteristicas de

persistencia en el ambiente.

4.2. Estimacion de parametros fisicoquimicos en los fotobiorreactores de
tratamiento

Tabla 14

Valores promedio de monitoreo de parametros de campo

Oxigeno Temperatura Tiempo de Volumen
Tratamiento  disuelto (OD) oc pH retencion
mgO?L-1 hidraulica dias

TC-o0R1 16,5 19,5 7,14 5 1
TC-o00r2 16,4 19,5 7,18 5 1
TC-00R3 16,1 21 7,11 5 1
TC+osr1 17 22,5 7,1 5 1
TC+osre2 16,6 24 7,12 5 1
TC+osrs 16,7 24 7,15 5 1
T100r1 16,4 23 7,19 5 1
T1o00r2 16,7 21 7,12 5 1
T100r3 16,9 20 7,1 5 1
T200r1 16,3 19 7,18 5 1
T200r2 16,8 18 7,5 5 1
T200r3 16,4 19 7 5 1
T3o00r1 16,9 23 7,4 5 1
T300r2 16,5 22 7,7 5 1
T300r3 16,8 22,5 7,5 5 1
Promedio 16,6 21,20 7,23 5 1
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Todos los pardmetros de campo fueron monitoreados directamente en el sistema de
fotobiorreactores con la ayuda de equipos debidamente calibrados y contrastados con
envios de muestras al laboratorio regional del agua del gobierno regional de Cajamarca
(acreditado por INACAL), para confirmar la precision de los resultados.

El oxigeno disuelto monitoreado en el sistema de fotobiorreactores presentd una
ligera variacion, presentando valores que fluctuaron entre 16,1 mgO? Ly 17 mgO? L,
manteniendo un promedio de 16,6 mgO? L, el elevado valor de la concentracion de
oxigeno disuelto es atribuido a la inyeccion de aire u oxigenacion del agua, con la
finalidad de homogenizar el contaminante y mantener en movimiento la masa de agua a
fin de evitar la sedimentacion de Chlorella sp; el monitoreo de este parametro se realizd
de manera directa en cada fotobiorreactor con el uso de un multiparametro debidamente
calibrado, con fines de contrastacion se enviaron muestras de control al laboratorio
regional del agua (laboratorio acreditado por INACAL); el monitoreo del oxigeno
disuelto nos permite monitorear la cinética de crecimiento de Chlorella sp, y los valores
de aireacion alcanzados con las bombas de aire; el oxigeno disuelto es la cantidad de
oxigeno gaseoso disuelto en el agua, varia inversamente proporcional a la temperatura, la
solubilidad del oxigeno depende de la temperatura, la presion atmosférica y la salinidad
(Lopez, et al. 2015), en la investigacion el oxigeno disuelto determind las reacciones
biologicas de Chlorella sp al ser un organismo biologico y realizar funciones
fotosintéticas, por lo tanto es una variable que influye en el objetivo de la investigacion.

La temperatura se mantuvo en un rango ligeramente variable, presentando valores que
fluctuaron entre 18°C y 24°C se mantuvo en un promedio de 21,20 °C, coincidiendo con
la temperatura ambiental de la ciudad de Cajamarca durante los meses monitoreados,
segun la bibliografia consultada el rango de temperatura 6ptimo para el crecimiento de la
mayoria de las microalgas esta entre 18 y 25°C. Por lo tanto, podemos afirmar que el
sistema de tratamiento estuvo en condiciones de temperatura Optima, debido a la
importancia de este pardmetro que interfiere en el metabolismo, requerimientos de
nutrientes y la composicién de la biomasa, dentro de limites aceptables, tienen poco
efecto sobre la concentracion final de biomasa, la produccién de microalgasy la
composicion biogquimica, en estos organismos existe una relacion entre la temperatura y
la actividad bioldgica, la tasa de crecimiento aumentacon el aumento
de la temperatura dentro de un rango aceptable, y si la temperatura contindia aumentando,

la tasa de crecimiento se ralentiza, a veces dramaticamente a cero.
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El pH del sistema de fotobiorreactores presento una ligera variacion, presentando
valores que fluctuaron entre 7 y 7,7 unidades de pH, manteniendo un promedio de 7,23,
el mismo que es considerado y pH neutro, el monitoreo de este pardmetro se realiz6 de
manera directa en cada fotobiorreactor con el uso de un multiparametro debidamente
calibrado, con fines de contrastacion se enviaron muestras de control al laboratorio
regional del agua para la fiabilidad de los resultados; la bibliografia consultada menciona
que las microalgas requieren de un pH dptimo para su cultivo (entre 7 y 8), un descenso
de pH suele ser letal, en cambio suelen soportar mejor los incrementos del pH, hasta un
cierto limite, ademas de que el pH influye directa e indirectamente en el metabolismo de
las microalgas (Mufioz, 2016).

Como factor determinante en la regulacion de la produccién y division celular, el
sistema estuvo expuesto a luz directa generada por fluorescentesde luz blanca de 36
Wattss (Bhola et al., 2011) con una intensidad de 2000 Lux y con un fotoperiodo de 12:12
horas, controlado a través de un timer digital, por lo que el sistema de tratamiento se

mantuvo controlado bajo condiciones de luz y fotoperiodo controlados.

La inyeccion de aire se realiz6 de manera continua a todo el sistema de
fotobiorreactores del tratamiento con un caudal de 10 Lmin®, con la finalidad de
suministrar oxigeno al sistema de tratamiento y mantener en constante movimiento al
agua, asegurando una distribucion homogénea de Chlorella sp, los nutrientes y la
concentracion de acetaminofén; mejor6 la distribucién de la luz en las células de
Chlorella sp para que estas se mantengas fotosintéticamente activas evitando el efecto de
ensombrecimiento o zonas aféticas; con la inyeccion de aire se evitd la sedimentacion en
el fondo de cada fotobiorreactor por efecto de la gravedad; la aireacion contribuy6 con
los gradientes gaseosos que se forman alrededor de Chlorella sp determinando su
actividad metabolica, que debido a Ila actividad fotosintética incremento

considerablemente la concentracion de oxigeno disuelto.

4.3. Remocion del acetaminofén en el sistema de fotobiorreactoress de
tratamiento

La concentracion de acetaminofén en cada tratamiento y repeticion con densidad
poblacional de 100 mL, 200 mL y 300 mL fue calculada en funcion al area de cada pico

formado.
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Se realizo el analisis de las muestras con tres tratamientos por triplicado, asi como
evaluacion de la muestra a tiempo Cero y luego de 5 dias de tratamiento como control.
Los resultados se muestran en la tabla 14.

Tabla 15
Concentraciones de acetaminofén en muestras de agua residual post tratamiento con
Chorella sp.
Cadigo Area de pico Concentracion : —
muestras cromatogréfico (mg L) Promegillo DeS\{lac:lon Chorella
1 5 3 1 5 3 (mgL™") estandar sp. (mL)
To 1313,77 1305,34 131252 4,01 3,99 4,01 4,00 0,01 0
T sp 1228,19 1224,3 1230,89 3,76 3,74 3,76 3,75 0,09 0
T100r1 241,71 24181 241,21 0,76 0,76 0,76 0,76 0,0009 100
T100r2 228,83 227,66 22896 0,72 0,72 0,72 0,72 0,002 100
T100r3 205,37 205,05 20542 0,65 0,65 0,65 0,65 0,0006 100
Ta00R1 32,19 32,06 3398 0,13 0,16 0,13 0,13 0,003 200
Ta00r2 123,88 124,13 125,13 0,40 041 041 0,41 0,002 200
T200R3 86,44 86,23 83,36 0,29 0,29 0,28 0,29 0,004 200
T300r1 29,99 8,57 16,39 0,22 0,056 0,08 0,08 0,02 300
T300r2 24,67 21,36 22,33 0,10 0,09 0,09 0,09 0,002 300
T300r3 16,68 14,99 1526 0,08 0,07 0,07 0,08 0,001 300

En el tratamiento de control To y Tsp, que consistio en la adicion de agua residual
+ 4 mg de acetaminofén con la finalidad de evaluar la degradacion del mismo bajo
condiciones de instalacién y funcionamiento del experimento o su degradacion de manera
natural; los resultados mostraron la persistencia de acetaminofén en el control del
experimento, las concentraciones fueron las mismas, evaluadas a O dias y a 5 dias,
realizandose paralelamente conforme a la frecuencia de monitoreo de acetaminofén,

presentando las mismas condiciones de persistencia.

En los tratamientos Tioo, T200 Y T300 cON la adicién de 100 mL, 200 mL y 300 mL
respectivamente, mostraron una reduccion considerable respecto a la adicion de 4mgL ™
de acetaminofén, coincidiendo con Escapa et al. (2017) la eliminacién de acetaminofén
bajo un sistema experimental en estado estacionario del proceso semicontinuo mostré
eficiencias superiores al 69% de paracetamol, del mismo modo, Wilt et al. (2016), en su
investigacion concluyo que la eliminacion fue debido a procesos de adsorcion mediante

cultivos de Chlorella sp siendo mayor al 20% para farmacos como el paracetamol.
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4.4. Efecto de la densidad poblacional de Chlorella sp en la remocion de
acetaminofén

En los tratamientos T1oo, T200 Y T300 Se aplico cultivo madre de Chlorella sp como
aplicacion de tratamiento, la densidad poblacional fue de 2,1x106 cel mL™ los mismos
que fueron aplicados a razén de 100 mL, 200 mL y 300 mL en cada sistema de
tratamiento; en el sistema de tratamiento con la adicion de 100 mL de Chlorella sp,
manteniéndose bajo monitoreo periddico, se evidencié un crecimiento exponencial de
Chlorella sp, encontrandose en un promedio de densidad celular de 2,9x108 cel mL™, en
el sistema de tratamiento con la adicion de 200 mL de Chlorella sp, se obtuvo un
promedio de densidad celular de 3,4x10° cel mL™ y en el tratamiento con la adicion de
300 mL de Chlorella sp, manteniéndose bajo monitoreo periédico, se evidencié un
crecimiento exponencial de Chlorella sp, encontrandose en un promedio de densidad
celular de 4,2x10° cel mL?, registrandose picos de crecimiento los mismos que son

controlados por la cinética de crecimiento propio de la misma especie.

Tabla 16

Correccidn con desviacion estandar inicial y correccion con desviacion estandar a 5

dias.

Concentracién Concentracién

Cadigo promedio £ DS promedio + DS 5
muestra inicial (mg L™?) dias (mg L)
To 4,00 £0.01 3,75 + 0,0099
T1o0r1 4,00 +£0.01 0,76 = 0,0009
T1o0r2 4,00 +£0.01 0,72 + 0,0020
T100r3 4,00 +£0.01 0.65 + 0,0006
T200r1 4,00 £0.01 0,13 + 0,0030
T200r2 4,00 £0.01 0,41 + 0,0016
T200r3 4,00+0.01 0.29 £ 0,0044
T300r1 4,00 +£0.01 0,08 + 0.0157
T3s00r2 4,00 £0.01 0,09 + 0,0022
T300r3 4,00 +0.01 0,08 + 0,0010
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Figura 9
Concentraciones de los promedios de residuos de acetaminofén en muestras de agua
residual tratadas con microalga Chorella sp. inicial y luego de 5 dias.
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Tabla 17

Remocion de acetaminofén en muestras de agua residual tratadas con Chorella sp. (100
mL, 200 mL y 300 mL).

Cddigo  Chorellasp. Concentracion Promedio Desviacion Remo_cmn,
1 1 , acetaminofén
muestra (mL) (mg L™ (mgL™)  estandar (%)
To 0 4,00 4,004 0,0113
T sp 0 3,75 3,753 0,009
T1o00r1 100 0,76
T1o0r2 100 0,72 0,711 0,056 81,06
T100r3 100 0,65
T200r1 200 0,13
T200r2 200 0,41 0,273 0,139 92,72
T200r3 200 0,29
T300r1 300 0,08
T3o0r2 300 0,09 0,085 0,011 97,72
T300R3 300 0,08
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Figura 10
Remocién de acetaminofén a diferentes densidades poblacionales de Chorella sp. (100
mL, 200 mL y 300 mL).
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En la tabla 17 y figura 10, se presenta los tratamientos de control To y Tsp, que
contienen agua residual + 4 mg acetaminofen sin la aplicacion del tratamiento con la
microalga Chlorella sp., se realizaron con la finalidad de evaluar la degradacién natural
0 degradacion inducida por algun factor externo de instalacién o funcionamiento del
experimento; se considerd dos periodos de monitoreo, a tiempo cero y posterior a cinco
dias; los valores calculados que se muestran evidencian que en el tratamiento To no existe
degradacion alguna debido a la presencia exacta de 4,00 mg L™, por otro lado en el
tratamiento Tsp Se evidencia una disminucion a 3,75, con una desviacion estandar de 0,09,
siendo menor a dos por lo tanto no tiene significancia en la investigacion por lo tanto es
despreciable. Estos controles nos ayudan a confirmar la persistencia del acetaminofén en
una matriz de agua residual el mismo que por sus caracteristicas inorganicas o los factores
externos a los que son expuestos no producen un efecto de degradacion; el acetaminofén
puede excretarse del organismo sin sufrir ninguna transformacion, o pueden
metabolizarse mediante reacciones de oxidacion, reduccién, hidrolisis y alquilacion, o
bien formar conjugados mas polares e hidrofilicos ques se excretan en la orina o la bilis
(Heberer, 2012).
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En latabla 17 y figura 10, se presenta los valores de T1oor1, T100r2 Y T100r3 disefiado
bajo el contenido de agua residual + 100 mL de Chorella sp + 4 mg acetaminofén,
obteniendo concentraciones promedio de 0,76 mg L*, 0,72 mg L* y 0,75 mg L*
respectivamente calculados a partir del area de los picos cromatogréaficos por HPLC, se
muestra la sistematizacion de datos calculando un promedio general de 0.711 mgL™ por
tratamiento con 100 mL de Chorella sp, obteniendose una remocion de 81,06% con una
desviacidn estandar de 0,056, menor al 2%, lo que nos indica la precisién y fiabilidad de
los resultados; la cantidad eliminada o de remocidn se expresa como porcentaje respecto
a la adicion inicial de acetaminofén (4 mg L?) en el sistema de tratamiento. Este
porcentaje de remocion es atribuible a la baja densidad poblacional (2.9x10° cel mL™)
respecto a los otros tratamientos con la adicién de 4 mg L de acetaminofén como

contaminante.

En latabla 17 y figura 10, se presenta los valores de T2oor1, T200r2 Y T200r3 disefiado
bajo el contenido de agua residual + 200 mL de Chorella sp + 4 mg acetaminofén,
obteniendo concentraciones promedio de 0,13 mg L™, 0,41 mg L* y 0,28 mg L*
respectivamente calculados a partir del area de los picos cromatogréaficos por HPLC, se
muestra la sistematizacion de datos haciendo un promedio general de 0,273 mgL™ por
tratamiento con 200 mL de Chorella sp, calculandose una remocion de 92,72% con una
desviacion estandar de 0,139, menor al 2%, lo que nos indica la precision y fiabilidad de
los resultados; la cantidad eliminada o de remocion se expresa como porcentaje respecto

a la adicion inicial de acetaminofén (4 mg L) en el sistema de tratamiento.

En latabla 17 y figura 10, se presenta los valores de T3oor1, Taoorz Y T3oors disefiado
bajo el contenido de agua residual + 300 mL de Chorella sp + 4 mg acetaminofén,
obteniendo concentraciones promedio de 0,08 mg L, 0,09 mg L? y 0,08 mg L*
respectivamente calculado a partir del area de los picos cromatograficos por HPLC, en la
tabla 16 y figura 20 se muestra la sistematizacion de datos haciendo un promedio general
de 0,085 mgL* por tratamiento con 300 mL de Chorella sp, calculandose una remocion
de 97,72% con una desviacion estandar de 0,011, menor al 2%, lo que nos indica la
precision y fiabilidad de los resultados; la cantidad eliminada o de remocidn se expresa
como porcentaje respecto a la adicion inicial de acetaminofén (4 mg L) en el sistema de
tratamiento. Este porcentaje de remocion es atribuible a la alta densidad poblacional

(4,2x10° cel mL™) respecto a los otros tratamientos con la adicion de 4 mg L™ de
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acetaminofén como contaminante, donde se obtuvieron porcentajes de remocion mas

bajos, pero nada despreciables por sobre pasar el 80% de eficiencia de remocion.

Los controles permitieron verificar que la concentracion de 4 mg de acetaminofén
al estar sometido a iguales condiciones del sistema de tratamiento sin la adicién de
Chorella sp, no mostr6 ninguna disminucion del mismo a lo largo de la ejecucion de la
investigacion, lo que nos puede hacer suponer que en los sistemas de tratamiento la
remocion de acetaminofén puede ser asociada a Chorella sp; al analizar los datos de la
cinética de crecimiento de Chorella sp y la remocion de acetaminofén nos lleva a pensar
de que existe una relacién directamente proporcional definida por mayor densidad
poblacional de Chorella sp mayor remocion de acetaminofén en una matriz de agua

residuales bajo las condiciones en el que se desarrolld la investigacion.

Al analizar la eficiencia o el efecto de la densidad poblacional de Chlorella sp en
la remocién de acetaminofén de una matriz de agua residual, se aplicé los tratamientos
con 100 mL, 200 mL y 300 mL de Chlorella sp con una densidad inicial de 2,1x106 cel
mL* para todos los tratamientos, llegando a tener densidades poblacionales de 2,9x10°
cel mL?, 3,4x10° cel mL™'y 4,2x10% cel mL* para los tratamiento Tioo, T200 Y T300
respectivamente durante el tiempo de ejecucion y monitoreo del crecimiento e inocuidad
de Chlorella sp, se logré tener mayor densidad poblacional en el tratamiento Tsoor1, T300r2
y Taoors, @ lo que atribuimos que esté estrechamente relacionado con el volumen de 300
mL de Chlorella sp aplicado en el tratamiento, generando el mayor efecto de remocion
de acetaminofén bajo las condiciones de ejecucion a las que fueron monitoreadas;
Santaeufemia et al. (2018) afirman que la biomasa viva genera una alta posibilidad de
almacenar grandes cantidades de contaminantes (bioacumulacion) o transformarlos en

formas menos activas (biotransformacién), mejorando el proceso de eliminacién.

Al tener una adicion constante de 4 mg de acetaminofén en cada sistema de
fotobiorreactores, la diferencia radico en el volumen de adicién de Chorella sp en cada
tratamiento, por lo tanto influye directamente en la densidad poblacional de Chorella sp
respecto al volumen de 1 litro al que fue aforado cada sistema de tratamiento; realizando
la comparacion de los valores obtenidos como resultado de la aplicacidn de tratamientos
a diferentes densidades poblacionales, las concentraciones promedio de remocidn mas
altos obtenidos corresponden a tratamiento Tsoo, mas especificamente en los tratamientos

Taoor:t Y Taoors que corresponde a la adicion de 300 mL de Chorella sp siendo el
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tratamiento que alcanzo6 la mayor densidad poblacional de 4,2x10° cel mL?, esto indica
que al haber mayor densidad poblacional de Chorella sp hay mayor probabilidad de
asimilacion y/ bioacumulacion de acetaminofén, como lo afirma Santaeufemia et al.
(2018) que la biomasa viva de Chorella sp genera una alta posibilidad de almacenar
grandes cantidades de contaminantes (bioacumulacién) o transformarlos en formas

menos activas (biotransformacién), mejorando el proceso de eliminacion.

El ministerio de salud lo cataloga al paracetamol e ibuprofeno como los dos
analgésicos mas comunes y populares en el mundo, el uso cotidiano y a gran escala de
paracetamol (N-(4-hidroxifenil) acetamida), especialmente en el Per donde se tiene una
cultura de automedicacion; El acetaminofén una vez administrados, puede excretarse del
organismo sin sufrir ninguna transformacion, o pueden metabolizarse mediante
reacciones de oxidacion, reduccion, hidrolisis y alquilacion, o bien formar conjugados
mas polares e hidrofilicos ques se excretan en la orina o la bilis (Heberer, 2012), la
excrecion de estos farmacos, va a depender de sus caracteristicas y principios activos
(Sorensen et al., 2015).; el desarrollo de investigaciones sobre el uso te tratamientos
biologicos como Chorella sp y la eficiencias de remocion de acetaminofén obtenidas en
la investigacion ha demostrado la absorcidn eficiente principalmente de farmacos como
el acetaminofén desde medios liquidos, incorporandolos en su organismo para la

generacion de biomasa (Markou y Georgakakis, 2011).

Los farmacos o productos de degradacion debido a su alta polaridad y baja
volatilidad, la mayoria de los productos farmacéuticos son mas susceptibles de ser

transportados a la columna de agua (Zhang, et al. 2014).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

Se determind la concentracion de 0,042 mgL-1 de acetaminofén en el efluente de
la planta de tratamiento de aguas residuales de Celendin, su presencia en las aguas
residuales es atribuido a los organismos que lo consumen y lo excretan entre el 85 al
90 %, lo que significa que el acetaminofén va a parar a través de los sistemas de
alcantarillado directamente en las plantas de tratamiento de aguas residuales en su forma

quimica o sus derivados.

El experimento se mantuvo constantemente monitoreado a través de criterios
técnicos de funcionamiento y parametros de campo, oxigeno disuelto promedio de 16,6
mgO? L1, temperatura promedio de 21,20 °C, potencial de hidrogeno promedio de 7,23,
tiempo de retencion hidraulica de 5 dias, volumen de los fotobiorreactores 1 litro, luz
directa con una intensidad de 2000 Lux, fotoperiodo de 12:12 horasy la inyeccidn de aire

y agitacion a un caudal de 10 Lmin™.

La remocion de acetaminofén del efluente de la planta de tratamiento de aguas
residuales de Celendin, Cajamarca, 2022 fue de 97,72% con una desviacion estandar de
0,011, menor al 2%, en el tratamiento Tsoor1, T300r2 Y T3oors disefiado bajo el contenido
de agua residual + 300 mL de Chorella sp + 4 mg acetaminofén, la eficiencia de remocién
de acetaminofén es atribuido a Chlorella sp determinada por una relacion directamente

proporcional.
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RECOMENDACIONES

Para posteriores investigaciones se recomienda realizar un analisis con marcadores

para acetaminofén a fin de determinar la absorcion o adsorcion en la microalga Chlorella

sp.

Considerar la aplicacion de tratamiento con concentraciones de distribucion

aritmética, a fin de evaluar la eficiencia de remocién a concentraciones diferidas.

Utilizar disoluciones patrén del contaminante a concentracion conocida, a fin de
evitar la alteracion en el peso de acetaminofén, que, por ser pesos de alta precision, el

margen de error es mucho mayor.
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CAPITULO VII

APENDICE

Panel fotografico

Figura 11
Recoleccion de agua residual de la planta de tratamiento de Celendin.

Figura 12
Cultivo, escalamiento, mantenimiento y aclimatacion de Chlorella sp
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Figura 13
Identificacion, control y recuento en cdmara Neubauer (Microscopio electronico)

Figura 14

Pesaje de acetaminofén

Figura 15

Instalacion del experimento
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Figura 16

Monitoreo de parametros de campo

Figura 17

Muestro y envio a laboratorio
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Figura 18

Preparacién y procesamiento de muestras en laboratorio de bioquimica UPCH

Figura 19

Corrida de muestras, andlisis cuantitativo por HPLC — Laboratorio de bioquimica
UPCH
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Tabla 18

Valores promedio de monitoreo de parametros de campo

ANEXOS

Resultados de parametros de campo

Oxigeno Tiempo de
Temperatura ) Volumen
Tratamiento  disuelto (OD) pH . retencion L
mgO?L-1 hidraulica dias
TC-o00R1 16,5 7,14 19,5 5 1
TC-00Rr2 16,4 7,18 19,5 5 1
TC-00R3 16,1 7,11 21 5 1
TC+osar1 17 7,1 22,5 5 1
TC+osr 16,6 7,12 24 5 1
TC+osars 16,7 7,15 24 5 1
T1o0r1 16,4 7,19 23 5 1
T1o0r2 16,7 7,12 21 5 1
T1o0r3 16,9 7,1 20 5 1
Tao0r1 16,3 7,18 19 5 1
Tao0r2 16,8 7,5 18 5 1
T200r3 16,4 7 19 5 1
T300r1 16,9 7,4 23 5 1
T300r2 16,5 7,7 22 5 1
T300r3 16,8 7,5 22,5 5 1
Promedio 16,6 7,23 21,20 5 1
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Cromatogramas de cuantificacién de acetaminofén.

Figura 20

Cromatograma del estandar de acetaminofén.
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Figura 21

Cromatograma del blanco, agua residual sin enriquecer con soluciones de estandar de

acetaminofén.
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Figura 22

Cromatograma de la muestra de agua residual enriquecidas con acetaminofén 4.1 ug
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Figura 23
Cromatograma de la muestra Tioor1: Agua residual + 100 mL de Chorella sp + 4 mg
acetaminofen.
RS R A A BT
W] P =i
| | =
i1 “.M .
.} "'J | -
1 | 2
4 | it
i} 1‘ —=
) I S 5
‘|I|5'|?|'||II||II|I|||ll'llll il'lllllllllll
E I | R 1 0 bl R

71




Figura 24

Cromatograma de la muestra Tioor2: Agua residual + 100 mL de Chorella sp + 4 mg

acetaminofén.
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Figura 25

Cromatograma de la muestra Tioor3: Agua residual + 100 mL de Chorella sp + 4 mg

acetaminofén/Litro
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Figura 26

Cromatograma de la muestra Tzoor1: Agua residual + 200 mL de Chorella sp + 4 mg

acetaminofén.
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Figura 27

Cromatograma de la muestra Taoor2: Agua residual + 200 mL de Chorella sp + 4 mg

acetaminofén.
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Figura 28

Cromatograma de la muestra Tzoors: Agua residual + 200 mL de Chorella sp + 4 mg
acetaminofén/Litro
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Figura 29

Cromatograma de la muestra Taoor1: Agua residual + 300 mL de Chorella sp + 4 mg

acetaminofén.
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Figura 30

Cromatograma de la muestra Tsoor2: Agua residual + 300 mL de Chorella sp + 4 mg

acetaminofén.
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Figura 31
Cromatograma de la muestra Taoor3: Agua residual + 300 mL de Chorella sp + 4 mg
acetaminofén.
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Analisis estadistico

Prueba de normalidad de eficiencia de remocidn de acetaminofén

Tabla 19

Prueba de normalidad de eficiencia de remocion de acetaminofén

Casos

Vélido Perdidos Total
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje

Eficiencia de remocion de

L, 9 100,0% 0 0,0% 9 100,0%
acetaminofén

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig.  Estadistico gl Sig.
Eficiencia
remocion de 0229, 9 0,192 0,837 9 0,054

acetaminofén

HO: la eficiencia de remocion de acetaminoféen se distribuye de forma normal
H1: laeficiencia de remocidn de acetaminofén no se distribuye de forma normal

Con un nivel de significancia de 0,054 (Pvalor>0,05) no podemos rechazar la
hipdtesis nula, por lo tanto, la eficiencia de remocion de acetaminofén tuvo una

distribucién normal y cumplimos con el primer supuesto de normalidad de la variable
dependiente (eficiencia de remocion de acetaminofén).
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Prueba de homogeneidad de la densidad poblacional de Chlorella sp de F de Levene

Tabla 20

Prueba de homogeneidad de la densidad poblacional de Chlorella sp de F de Levene

Estadistico de

Levene gll gl2  Sig.
Se basa en la media 3,276 2 6 0,109
Se basa en la mediana 2,272 2 6 0,184
Remocion de  Se basa en la mediana
Acetaminofén y con gl ajustado 2,272 2 2,712 0,263
Se basa en la media 3,212 5 5 0.113

recortada

HO: la densidad poblacional de Chlorella sp tiene varianza homogeénea
H1: la densidad poblacional de Chlorella sp tiene varianza diferentes

Con un nivel de significancia de 0,109 (Pvalor>0.05) no podemos rechazar la
hipdtesis nula, por lo tanto, la densidad poblacional de Chlorella sp tiene varianzas

iguales, se cumple el segundo supuesto para usar el ANOVA.

Analisis de varianza — ANOVA

Tabla 21
Andlisis de varianza — ANOVA

N Adiccion d Intervalo de
( Iccion ae Diferencia de Desv. . confianza al 95%
Densidad . ig. — —
. medias (I-J) Error Limite Limite
Poblacional . . .
inferior superior
100 200 43333" 0,07128 0,002 0,2146 0,6521
300 62667" 0,07128 0,000 0,4079 0,8454
200 100 -,43333" 0,07128 0,002 -0,6521 -0,2146
300 0,19333 0,07128 0,078 -0,0254 0,4121
300 100 -,62667" 0,07128 0,000 -0,8454 -0,4079
200 -0,19333 0,07128 0,078 -0,4121 0,0254

* La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05

HO: las medias de la densidad poblacional de Chlorella sp son iguales

H1: las medias de la densidad poblacional de Chlorella sp son distintas
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Con un nivel de significancia de 0,65 (Pvalor>0,05) se rechaza la hipotesis nula,
por lo tanto, acepta la hipotesis alternativa, o sea que, las medias de la densidad
poblacional de Chlorella sp son distintas.

Prueba de Tukey

Tabla 22

Prueba de Tukey

Adiccioén de densidad N Subconjunto para alfa = 0,05
poblacional 1 2

300 3 0,0833
200 3 0,2767
100 3 0,7100
Sig. 0,078 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos

Prueba de variacion de medias

Tabla 23

Prueba de variacion de medias

Valido 3

Perdidos 0

R1  Media 0,3233
Minimo 0,08
Maximo 0,76

N Valido 3
Perdidos 0

R2  Media 0,4067
Minimo 0,09
Maximo 0,72

N Valido 3
Perdidos 0

R3  Media 0,3400
Minimo 0,08
Maximo 0,65
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Entonces si existe diferencia entre los tratamientos a diferente densidad
poblacional de Chlorella sp, por lo tanto, si existe diferencia significativa entre el
tratamiento con la adicion de 4 mgL-1 de acetaminofén en el tratamiento con 100 mL de
Chlorella sp y el tratamiento con 300 mL de Chlorella sp; La media del tratamiento con
300 mL de Chlorella sp (1,1467) en comparacion con la media del tratamiento con 100
mL de Chlorella sp (0,1400), entonces, el tratamiento con 300 mL de Chlorella sp supera
en un punto de media al tratamiento con 100 mL de Chlorella sp.

Prueba de homogeneidad de la densidad poblacional de Chlorella sp de F de Levene

Tabla 24

Prueba de homogeneidad de la densidad poblacional de Chlorella sp de F de Levene

Estadistico de

Levene gll gl2 Sig.
Se basa en la media 3,276 2 6 0,109
Se basa en la mediana 2,272 2 6 0,184
Remocion de i
e ::eat}ﬁz?azr; la mediana y con 2272 5 2,271 0,263
f’eecgff;dzn la media 3,212 2 6 0113
(1) Adicci6n de _ . Intervalo de confianza
Densidad ?r?;e(;g;c(lﬁg)e erop S Limiteal 95%Limite
Poblacional inferior superior
200 ,43333" 0,07128 0,002 0,2146 0,6521
100 300 ,62667" 0,07128 0,000 0,4079 0,8454
- 100 -,43333" 0,07128 0,002 -0,6521 -0,2146
300 0,19333 0,07128 0,078 -0,0254 0,4121
300 100 -,62667" 0,07128 0,000 -0,8454 -0,4079
200 -0,19333 0,07128 0,078 -0,4121 0,0254

Adiccion de densidad N Subconjunto para alfa = 0,05

poblacional 1 2
300 3 0,071
200 3 0,2767
100 3 0,0833
Sig. 0,078 1,000
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Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos

Valido 3
N Perdidos 0
100 Media 0,0833
Minimo 0,08
Maximo 0,09
N Valido 3
Perdidos 0
200 Media 0,2767
Minimo 0,13
Maximo 0,41
N Valido 3
Perdidos 0
300 Media 0,71
Minimo 0,65
Maximo 0,79
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Cotizacion N° P009-2021 andlisis cuantitativo de acetaminofén (HPLC)

Informe técnico N° IT084-2022
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