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RESUMEN

El objetivo de la investigacion fue evaluar el efecto de la densidad poblacional de
Chlorella sp en la remocion de etinilestradiol del efluente de la planta de tratamiento de
agua residual de Celendin, Cajamarca, Peru, 2021 — 2022. Iniciando con la aclimatacion
de microalgas Chlorella sp., para ser cultivadas en agua residual del efluente de la planta
de tratamiento de Celendin. En paralelo, el agua residual fue filtrada al vacio en el
laboratorio de aguas de la Universidad Nacional Auténoma de Chota, a fin de eliminar
organismos que interfieran en el proceso de remocién de las microalgas Chlorella sp. El
experimento contdé con seis fotobioreactores testigo y nueve fotobioreactores de
tratamiento, a los cuales se afiadié Chlorella sp, a diferentes concentraciones de biomasa
fresca (100, 200 y 300 mL), iniciando con una densidad poblacional de 2,1x10° cel., y
etinilestradiol a concentracion de 4 mgL™. Se realizé la toma y envio de muestras cada
cinco (05) dias por un periodo de veinte (20) dias al laboratorio de la Universidad Peruana
Cayetano Heredia, que a traves de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC),
logré analizarlas. Se evidencia que una concentracion de 300 mg L de Chlorella sp.,
logré remover un 96,49% de etinilestradiol; a una densidad poblacional de 200 mg L
logré remover 80,92% y a una densidad poblacional de 100 mg L* un 70,65%.
Concluyendo que el efecto de la densidad poblacional es determinante en la eficiencia de

remocion; a mayor densidad poblacional, mayor porcentaje de remocion.

Palabras claves: Chlorella sp., agua residual, remocion de etinilestradiol.
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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 ethinylestradiol from the effluent of the Celendin
wastewater treatment plant, Cajamarca, Peru, 2021 - 2022. Starting with the
acclimatization of Chlorella sp microalgae, to be cultivated in residual water from the
effluent of the Celendin treatment plant. In parallel, the residual water was vacuum
filtered in the water laboratory of the National Autonomous University of Chota, in order
to eliminate organisms that interfere in the removal process of Chlorella sp. The
experiment had six control photobioreactors and nine treatment photobioreactors, to
which Chlorella sp was added, at different concentrations of fresh biomass (100, 200 and
300 mL), starting with a population density of 2,1x10° cells, and ethinylestradiol. at a
concentration of 4 mgL™. Samples were taken and sent every five (05) days for a period
of twenty (20) days to the laboratory of the Universidad Peruana Cayetano Heredia, which
through High Resolution Liquid Chromatography (HPLC), was able to analyze them. It
is evident that a concentration of 300 mg L of Chlorella sp., managed to remove 96,49%
of ethinylestradiol; at a population density of 200 mg L™ it managed to remove 80,92%
and at a population density of 100 mg L? 70,65%. Concluding that the effect of
population density is decisive in removal efficiency; the higher the population density,

the higher the percentage of removal.

Keywords: Chlorella sp., wastewater, ethinylestradiol removal.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

El crecimiento de la poblacion, seguido del rapido avance de la industrializacion ha
causado una grave degradacion ambiental, con contaminantes de caracter emergente que
se hallan en las aguas residuales y superficiales. Como uno de los recursos mas
importantes para la supervivencia humana, el agua se contamina diariamente con
sustancias quimicas que alteran el sistema endocrino, incluidos los productos
farmacéuticos y de cuidado personal, contaminantes organicos y metales pesados. Incluso
a bajas concentraciones en cuerpos de agua, la exposicion permanente a disruptores
endocrinos puede causar efectos adversos en la salud humana y ambiental. La principal
preocupacion de estos son las enfermedades que pueden generar en los seres humanos o
en la vida silvestre al afectar la funcion de las hormonas en el cuerpo (Kasonga et al.,
2020).

Khan et al. (2020) sefialan que los compuestos farmaceuticos estan siendo considerados
como una importante fuente de contaminacion para el ambiente. Identificando que este
tipo de vertido de efluentes provienen de los hospitales y tiene una eminente cantidad de
residuos sintéticos como antibidticos, desinfectantes y otros residuos de tratamientos; los
efluentes de este tipo son bioactivos y se ha determinado que su existencia en el ambiente

es perjudicial para la vida acuatica y para los seres humanos.

Entre este grupo de farmacos; se encuentran los anticonceptivos, los cuales fueron
disefiados como un sistema de planificacion familiar, estan vistos como un factor
importante para disminuir el crecimiento insostenible de la poblacion y los efectos
negativos que trae consigo a la economia, el medio ambiente y los esfuerzos para alcanzar

el desarrollo (Meneses, 2018).

Sin embargo, recientemente ha sido posible determinar sus efectos toxicologicos en el
ambiente; debido a que van a parar a las redes de saneamiento, plantas de tratamiento de
aguas residuales y finalmente a los cuerpos hidricos (Arbelaez, 2020). Tal y como lo

mencionan Spindola et al. (2018) al referir que los estrégenos estrona, 17p-estradiol y



17a-etinilestradiol, que no son eliminados o degradados completamente por las plantas
convencionales de tratamiento de aguas residuales, a menudo son persistentes y se liberan
diariamente en cuerpos de agua, que mas adelante pueden servir como fuentes de agua
potable, generando un problema mucho mas algido. Segun el estudio presentado por
Grdulska & Kowalik (2020), sobre productos farmacéuticos en agua y aguas residuales:
descripcion general; mencionan que los farmacos que se identifican con mayor frecuencia
en las aguas residuales son las hormonas sexuales (estradiol, éster, etinilestradiol, 17p-
estradiol) y farmacos antiepilépticos.

Hom et al. (2019) mencionan que los actuales tratamientos de aguas residuales son
ineficientes y limitados para eliminar estos compuestos; representando un grave
problema. Sumado a esto la falta de regulacién normativa; es por ello, que las hormonas
esteroides y sus analogos estructurales constituyen una preocupacion ambiental critica.
Estos “estrogenos ambientales” pueden poner en peligro la reproduccion y desarrollo de
la fauna acuética, incluso a concentraciones muy bajas (nanogramos por litro) (Ayala,
2017).

Los productos farmacéuticos son microcontaminantes que, incluso en dosis bajas, puede
inducir efectos fisioldégicos en humanos y otros organismos del medio ambiente. Su
estructura estable resiste la desintegracion y consecuentemente induce a una mayor
persistencia en el medio ambiente; por lo tanto, permanece biol6gicamente activo. Las
fuentes principales de estos productos farmacéuticos al medio acuatico provienen de los
efluentes de las plantas de tratamiento de aguas residuales, aguas de escorrentia
provenientes de la agricultura y las tierras de cultivo, y el sorbo de lixiviados de vertedero
(Hena et al., 2020).

Con respecto a los residuos farmaceéuticos, se ha observado que solo el 18-32% de los
residuos farmacéuticos podrian degradarse mediante tratamiento secundario, presentando
un aumento de eliminacion entre 30-65% mediante el tratamiento terciario (Khan et al.,
2020).

Su presencia en las redes de alcantarillado se debe a los procesos ocurridos después de su
ingesta y absorcion en el organismo; los farmacos presentan una metabolizacion para
luego ser excretados, lo que lleva a una descarga de complejas mezclas de ingredientes

activos y metabolitos (Hom et al, 2019). Por tanto; su uso desenfrenado, aporte continuo



y su nivel de persistencia, estan ocasionado diversos efectos no deseados en el ambiente
acuatico, dentro de los cuales destacan la transmisiébn de genes de resistencia a
antibioticos, dafio a las comunidades microbianas, variacion en el ritmo de vida y en las
relaciones troficas, descenso en la fertilidad y el cambio en el estado sexual debido a las
hormonas (Delgado, 2019). Ademéas de ser responsables de la feminizacion, el
hermafroditismo y reduccion de la fertilidad; debido a que son sensibles a los factores de
estrés ambiental y pueden desarrollar problemas de salud més adelante en la vida, incluso
si el estrés ha cesado (Voisin et al., 2019).

Li et al. (2020) sefialan que la contaminacion del agua, suelo, sedimentos y otros medios
ambientales por estrogenos esteroides es un problema de salud emergente, debido a que
los estrogenos exhiben efectos toxicos en peces y animales, en valores muchas veces por
debajo del limite de deteccion. Es asi que Kalyva (2017) sefiala que en concentraciones
de pgL* a mgL, pueden inducir efectos ecoldgicos adversos, tales como la alteracion de
las comunidades microbianas, inhibicion del crecimiento y la disminucién de la actividad

microbiana en el suelo (que afectan a las tasas de desnitrificacion).

Una de las alternativas para disminuir los impactos negativos que ocasionan estos
contaminantes emergentes y en especial el estrogeno sintético, cuyo principio activo es
el etinilestradiol, es la implementacion de tecnologias de biorremediacién (Delgado,
2019). Por tal motivo, nos planteamos la interrogante ;Cual es el efecto de la densidad
poblacional de Chlorella sp en la remocion de etinilestradiol del efluente de la planta de
tratamiento de agua residual de Celendin, Cajamarca, Peru, 2021 — 2022?; justificando su
valor, en el aporte cientifico, técnico y tedricos, en la determinacion inicial de un
contaminante de interés emergente, como lo es el etinilestradiol presente en las aguas
residuales, asi como su remocion mediada por la microalga Chlorella sp., a través de una
metodologia que recogié procesos validados anteriormente, los cuales permitieron
formular un trabajo en condiciones nuevas Yy replicables, empleando en el estudio la
implementacién de fotobiorreactores, calculos de tiempos de retencion acorde con los
necesarios para eliminacion de este tipo de contaminantes y condiciones que fueron
Optimas para el desarrollo y la produccion de microalga, justificando el trabajo de
investigacion, con el objetivo de contribuir con la identificacion y generacion de una
biotecnologia que pueda minimizar los impactos ambientales y efectos ecotoxicolégicos

en los cuerpos receptores y microorganismos que en él se desarrollan.



Por otro lado, ésta investigacion justifico su importancia, por ser una alternativa
biotecnoldgica eficiente, ambientalmente amigable, econémicamente viable vy
técnicamente sostenible; aspectos que lo diferencian de los tratamientos fisicos y

quimicos aplicadas a las aguas residuales domésticas convencionales.

Por consiguiente; el objetivo general fue evaluar el efecto de la densidad poblacional de
Chlorella sp en la remocion de etinilestradiol del efluente de la planta de tratamiento de
agua residual de Celendin, Cajamarca, Per, 2021 — 2022; los objetivos especificos
fueron: a) Determinar las concentraciones de etinilestradiol en el efluente de la planta de
tratamiento de aguas residuales de Celendin, Cajamarca, Perl, 2021 — 2022; b)
Determinar la remocién de etinilestradiol en el sistema de fotobiorreactores de
tratamiento y c) Determinar los parametros fisicoquimicos de temperatura, pH, tiempo de
retencion hidraulica y oxigeno disuelto en el sistema de fotobiorreactores de tratamiento.
Para ello fue necesario la busqueda y sistematizacion de informacion con respecto a la
vida media del contaminante, asi como de los factores cinéticos del desarrollo y
crecimiento optimo de la microalgas; limitandose a enfatizar los procesos de
biorremediacion en base a teorias de investigaciones efectuadas con anterioridad, no se

realizé anélisis de biologia molecular o fisiologia de la microalgas Chlorella sp.

A continuacién, se muestra una guia de lectura, que facilita la interaccion con la

informacion presentada:

CAPITULO | : Presenta de manera objetiva, clara y resumida antecedentes de la
problematica, procedimiento general del desarrollo de la investigacion, los objetivos que

guiaron la investigacion, resaltando los alcances y limitaciones de la misma.

CAPITULO I : Conformada por el marco tedrico, se presenta antecedentes de
investigaciones relacionadas, bases teoricas y definiciones basicas para comprender la

informacion cientifica contenida en la investigacion.

CAPITULO I : En este capitulo, se describe de manera detallada el proceso
realizado en las diversas etapas de la investigacion, con la intencién de contar con material
solido y de base cientifica para la réplica de su procedimiento en investigaciones

posteriores, misma que resalta el rigor cientifico que cuenta la investigacion desarrollada.



CAPITULO IV : Se destaca, por contener informacion relevante y representativa
en relacion a los resultados, misma que fue sustentada y discutida con investigaciones

anteriores, para darle la validez, garantia y disminucién de incertidumbre.
CAPITULO V : Detalla las conclusiones.

CAPITULO VI : Aloja las fuentes y referencias bibliograficas consultadas en el

proceso de investigacion; mismas que cuentan con el formato APA.

CAPITULO VI : Presenta los anexos de la investigacion, en este capitulo, se podra
revisar las lecturas de las muestras de laboratorio (Cromatogramas), asi como, el detalle
estadistico de la investigacion y la propuesta técnica de tratamiento con aplicacién de

microalgas Chlorella sp., para la remocidn de etinilestradiol en aguas residuales.



CAPITULO II

MARCO TEORICO

2.1 ANTECEDENTES

En la investigacion: “Efectos ecotoxicologicos y eliminacion de 17pB-estradiol en algas
Chlorella”, se observo en experimentos de laboratorio, los efectos ecotoxicologicos y los
procesos de eliminacion de 17p-estradiol en presencia de algas Chlorella; utilizando masa
de alga seca en suspension, a una concentracion de 0,176 gL (Aproximadamente 3,75 X
107 células), con muestras por triplicado a diferentes concentraciones de 17B-estradiol:
1,0; 0,5y 0,05 mgL™; en matraces Erlenmeyer de 500 mL; por un periodo de tiempo de
45 dias de tratamiento. Los experimentos dejan suponer que el crecimiento de las algas
de Chlorella se inhiben a altas concentraciones del contaminante; por ello se recomienda
elegir de forma cuidadosa la concentracion de E2 para evitar estrés ambiental. Entre sus
principales resultados y discusiones se presenta que cuando el pH es igual a 5,0 0 9,0; el
crecimiento de Chlorella no es el méas optimo; eligiéndose valores 6ptimos de pH entre
7,0 £ 0,2; con temperatura de 25° C que facilitaron el crecimiento de algas. A
concentraciones de contaminante de 0,05 mgL™, se promueve el crecimiento de
Chlorella, a concentraciones superiores de 1,0 y 2,0 mgL™? se muestra una obvia
inhibicion. Consideran que la eliminacién de E2, se debe a los procesos de autotrofia,
fijacion y transformacion de carbono por presencia de microalgas. A concentraciones de
1,0 y 0,5 mgL?, observaron que las eficiencias de remocion por Chlorella son de 65% y
92% respectivamente después de 10 dias de contacto. Los efectos ecotoxicoldgicos
evidenciados dependen de la concentracién de contaminante y del tiempo transcurrido,
presentdndose pigmentacion fotosintética en la Chlorella y algunos dafios oxidativos
(Huang et al., 2019).

Parladé et al. (2018) en su investigacion: “Efectos de las condiciones de cultivo sobre la
eliminacion de B-estradiol en fotobiorreactores de laboratorio y planta piloto por un
consorcio de algas y bacterias que trata aguas residuales urbanas” plantearon el objetivo
evaluar la capacidad de la biomasa del fotobiorreactor nativo para eliminar el 17 B-
estradiol en condiciones de interior y exterior, con especies del género Chlorella, la

pureza del contaminante fue a 98%, utilizandose 4 mgL™ en cada fotobiorreactor, los



cuales fueron suministrados en dptimas condiciones para el desarrollo y crecimiento de
la microalga; el experimento demostré que la eliminacién del contaminante es casi
completa a un 93,75%; concluyen, que las poblaciones variadas y distribuidas de manera
uniforme estimularon efectivamente las tasas de eliminacién; por otro lado sefialan que
los ensayos de bioaumentacion demostraron que el ingreso de biomasa adicional dio
como resultado una mayor remocién general, lo cual disminuye el rendimiento por mg de

biomasa.

En la investigacion: “Eliminacion de etinilestradiol de efluentes residuales por mutante
de microalgas Chlorella PY-ZU1 con fijacion de CO,”; tuvieron como objetivo evaluar
la eliminacién del disruptor endocrino etinilestradiol (EE2), en agua residual, proveniente
de siete depuradoras diferentes, con la aplicacion de la mutante de microalga Chlorella
PY-ZU1, bajo el 15% de CO>. La densidad de inoculacion fue de 0,4 gL™. Se establecieron
tres réplicas para cada condicién de cultivo. Concluyendo que se logré la mayor eficiencia
de eliminacion de EE2 al 94% por Chlorella PY-ZU1, en la concentracion original de
EE2 de 5 mgL?. Ademas, sefialan que los nutrientes y la temperatura, fueron esenciales
para el desarrollo de las microalgas. La Chlorella PY-ZU1 tolera en gran medida el
ambiente hostil, siempre que las fuentes de carbono y nitrdgeno sean adecuadas; puede
crecer bien en los efluentes de la digestion anaerobia y en otras aguas residuales con
diferentes concentraciones de EE2. Respecto al control, se evidenci6 una nula
degradacion, debido a que no estuvo sometido a ningun tipo de tratamiento (Jun et al.,
2017).

Ruksrithong & Phattarapattamawong (2019) en su investigacion “Mecanismos de
eliminacion de estrona y 17p-estradiol por cultivo de microalgas: cinética y eliminacion”;
tuvieron como objetivo investigar y estudiar cultivos de microalgas para la eliminacion
de estrégenos, a partir del uso de Scenedesmus obliquus y Chlorella vulgaris. El
experimento de degradacion consisti6 en que cada cepa de microalgas fue
individualmente cultivada en un reactor de 5 L. Todos los reactores fueron alimentados
diariamente con aguas residuales sintéticas descargadas por la biblioteca de la universidad
de Sussex. La concentracion inicial de microalgas fue de 100 mgL™ peso seco. El pH del
medio fue controlado entre 6,8 — 7,0. Ambas concentraciones de estrona y 17p-estradiol
fueron 5,0 mgL™. Concluyendo que los cultivos de microalgas de Scenedesmus obliquus
y Chlorella vulgaris en aguas residuales sintéticas, disminuyeron estrona y 17p3-estradiol.
Scenedesmus obliquus eliminé estrona y 17f3-estradiol en 91% y 99%, respectivamente.
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Mientras tanto, Chlorella vulgaris eliminé estrona y 17p-estradiol en un 52% y 99%,
respectivamente. El principal mecanismo de eliminacion de estrona y 17p-estradiol fue la
biodegradacion, mientras que la adsorcion se consideré minoritaria. Se evidencié que los

controles presentaron nula remocion.

En la investigacion, denominada: “Eliminacion de productos farmacéuticos y de cuidado
personal (PPCP) de las aguas residuales utilizando microalgas: una revision”; en la cual
se investigd la capacidad de eliminacién de estos contaminantes con la aplicacion de
especies de microalgas: Chlorella sp., Chlamydomonas sp., y Mychonastes; los cuales
presentaron porcentajes de remocién en 67 a 97%; asimismo, demostraron que los
microcontaminantes eliminados por microalgas en cantidades significativas, se pueden
dividir en tres fases: 1) Rapido proceso de adsorcion, debido a la interaccion
fisicoquimica del contaminante en la pared celualr., seguido por 2) Transferencia de
moléculas a través de la pared celular, de forma lenta., y finalmente 3) Terminado como

bioacumulacion o ambas (Hena et al., 2020).

Vassalle et al. (2020) en su investigacion “;Se pueden utilizar estanques de algas de alta
velocidad como postratamiento de reactores UASB, para eliminar los
microcontaminantes?”; evaluaron la capacidad de eliminacion de once
microcontaminantes (ibuprofeno, diclofenaco, naproxeno, paracetamol, gemfibrozil,
estrona (E1), 17B-estradiol (E2), 17a-etinilestradiol (EE2) y estriol (E3), nonilfenol y
bisfenol (A) de agua residual cruda en un sistema de tratamiento UASB-HRAP,
combinado con tratamiento aerdébico y anaerobico a base de microalgas en peso humedo
(Chlorella vulgaris, Scenedesmus sp., Westella botryoides y especies de diatomeas)
operados a 7 y 8 dias de retencion hidraulica; la configuracion experimental consistié en
un reactor UASB, seguido de dos HRAP, utilizados como tratamiento posterior del
efluente UASB y un sedimentador para separar la biomasa de microalgas de la fase
liquida, disefiado para un caudal de 4,5 m®, con volimenes operativos de 205 L. El sistema
estuvo con flujo constante y masa algal durante cuatro meses. concluyendo que solo el

estrégeno E2 fue eliminado significativamente a un 85%.

Wang et al. (2019) en su investigacion denominada ‘“Biotransformacion de estrona, 17p-
estradiol y 17a-etinilestradiol por cuatro especies de microalgas”; investigaron la
eliminacion de estrona, 17f-estradiol y 17a-etinilestradiol y productos de transformacion

de cuatro microalgas comunes: Haematococcus pluvialis, Selenastrum capricornutum,
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Scenedesmus quadricauda y Chlorella vulgaris. Se encontr6 que H pluvialis, S.
Capricornioy, S. quadricauda podria eliminar mas eficazmente los tres estrogenos del
efluente de aguas residuales sintéticas. Los datos obtenidos de la espectrometria de masas
identificaron varios metabolitos posibles de escision del anillo, asi como sus rutas
metabdlicas, que aln no se habian formado, lo que confirma la degradacién del estrégeno
en lugar de la mera absorcion o adsorcion por microalgas. Los hallazgos demuestran que
no solo algunas bacterias especificas pueden degradar los estr6genos, sino que también
las microalgas que viven ampliamente pueden degradar estos contaminantes emergentes,
lo que sugiere que las microalgas podrian ser un tratamiento avanzado para eliminar

nutrientes y estrégenos en las plantas de tratamiento de aguas residuales.

Hom et al. (2021) en su investigacion: “Rendimiento de un fotobiorreactor de microalgas
para el tratamiento de aguas residuales de inodoros: Eliminacion de compuestos
farmacéuticamente activos y recoleccion de biomasa”, plantearon el objetivo de evaluar
el desempefio de un reactor tubular de microalgas para el tratamiento de aguas residuales,
en el cual probaron la aplicabilidad del sistema en diferentes periodos y regimenes
estacionales para la degradacion de compuestos farmacéuticamente activos (PhAC).
Ademas, se evaluo el estudio preliminar de dos técnicas de recoleccion diferentes para la
recuperacion de biomasa y la clarificacion del sobrenadante. Se utilizo agua residual del
drenaje crudo, los cuales fueron colocados en dos camaras de distribucion en cada
extremo de los tubos para transferir y distribuir el cultivo de Chlorella y obtencion de
sobrenadante clarificado y recuperado; los resultados obtenidos sefialan que existe tasas
de remocidén de 98% en medicamentos antiinflamatorios, 84% en antibioticos y de 30 a

57% en estrogenos.

2.2 BASES TEORICAS

2.2.1 Aguas residuales

Son aquellas provenientes del desarrollo de acciones del ser humano y de los animales,
asi como las provenientes de las precipitaciones, que son recogidas en los sistemas de
alcantarillado o vertidas directamente al ambiente (Lezcano, 2019). Ademas, se las puede
conceptualizar como aguas cuyas propiedades iniciales han sido transformadas por la
actividad humana y que debido a su deteriorada calidad demandan de un pretratamiento,
antes de volver hacer usadas, transportadas por el sistema de alcantarillado o vertidas a
cuerpos naturales (OEFA, 2022).



El Banco Mundial (2020) sefiala que son aguas residuales y sélidos que de una u otra
forma son vertidos al alcantarillado y transportados a través de la red de alcantarillado;
también precisa que las aguas servidas domésticas son liquidos resultantes de casas o

departamentos, instituciones o centros comerciales e institucionales.

La norma OS.090, como se cita en Quispe y Azabache (2022) precisa a las aguas
residuales como aquellas resultantes del uso en una comunidad o industria y que

contienen gran cantidad de material organico o inorgénico, disuelto o en suspension.

2.2.2 Contaminantes emergentes

Definidos como subproductos de compuestos quimicos cuyas emisiones pueden causar
diversos problemas ambientales y de salud; dichos efectos no han sido estudiados ni
regulado de una manera suficiente; son considerados como contaminantes no persistentes
necesariamente, pero presentan caracteristicas de gran solubilidad en agua, pudiendo

introducirse facilmente en cualquier fase del ciclo hidrolégico (iAgua, 2020).

De JesUs (2020) manifiesta que la concentracion de contaminantes emergentes en el
ambiente; se debe especialmente por la inadecuada eliminacion de las aguas residuales
domésticas. La persistencia de estos contaminantes en el ambiente, a pesar de no ser
significativa en términos de concentracion, simbolizan un potencial riesgo para la
salud. Se sabe que pueden generar interferencia en el sistema endocrino y también se
sospecha que pueden tener incidencia en otras condiciones como cancer, problemas de
desarrollo neuroldgico, entre otras. Los contaminantes emergentes se pueden catalogar
en dos principales grupos, que son compuestos farmacéuticos, incluido los productos de
cuidado personal (PPCP) y los disruptores endocrinos quimicos (EDC). Se ha descubierto
que el tratamiento de las aguas residuales con sistemas convencionales es ineficaz para
eliminar la mayoria de los contaminantes emergentes, por lo que se necesitan tratamientos

de tipo avanzados para reducir su concentracion en los efluentes de aguas residuales.

La deteccion de contaminantes emergentes en las condicionantes ambientales fue posible
debido al perfeccionamiento y desarrollo de métodos analiticos nuevos y mas sensibles;
entre los contaminantes emergentes presentes en el agua es necesario enfatizar a los
farmacos, compuestos de fltor y carbono (perfluorados), hormonas, drogas y/o sustancias

de abuso, productos de higiene y cuidado personal; siendo la fuente de ingreso principal
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al ambiente acuético, las aguas residuales, las actividades agricolas y ganaderas,
consideradas como fuentes de contaminacion difusa de multiples pesticidas y
antibidticos, comparativamente (iAgua, 2020). A continuacion, se presenta la Tabla 1.,

denominacién de grupos, sub grupos y compuestos de interés emergente.

Tabla 1
Contaminantes emergentes, subgrupos y compuestos de interés

Contaminantes

Sub grupo Compuestos
emergentes grup P
. Lincosamidas, macrdlidos,
Antibidticos . - .
sulfamidas, tetraciclinas, quinolonas
- . : Paracetamol, acido acetil salicilico,
Analgésicos y antiinflamatorios . . .
ibuprofeno, diclofenaco, meloxicam.
FArMAcos Psiquiatricos Benzodiacepinas, barbituricos

B-bloqueantes Metoprolol, propranolol, timolol

Medios de contraste de rayos X  lopromide, iopamidol, diatrizoato

Estradiol, estrona, estriol,

Esteroides y hormonas dietilestilbestrol, etinilestradiol

Parabenos

Productos de Filtros solares

tocador

a-olefin sulfonato de sodio
Lauril monoetanolamida

Alquilfenoles Nonilfenol, octilfenol
Contaminantes Sub grupo Compuestos de interés emergente
emergentes
Aditivos y Benzotriazoles Benzotriazol, toliltriazol
. agent'es Agentes quelantes EDTA
industriales
Edulcorantes Sacarina, sucralosa, aspartamo,
ciclamato, stevia, NHDC.
Cocainicos Cocaina, benzoilecgonina
Drogas de -, . ;
abuso Opiaceos Morfina, codeina
Opioides Heroina, metadona

Fuente: Arbelaez (2020).

2.2.3 Los farmacos como nuevos contaminantes

Los productos farmacéuticos son de gran importancia para la salud humana y animal.
Después de su uso, los agentes activos y sus metabolitos se excretan e impactan en el
medio ambiente a través de diferentes vias. Se han encontrado en aguas superficiales,

aguas subterraneas, agua potable, sedimentos, lodos de aguas residuales y estiércol;
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detectandose un impacto en los organismos vivos. Sus fuentes principales son los vertidos
sanitarias y domésticos, los lodos y fugas desde los vertederos. Se evidencia que las
plantas de tratamiento de aguas residuales se ven limitadas a degradar eficazmente los
productos farmacéuticos, los medicamentos y sus metabolitos modernos y eliminar los
microorganismos resistentes a los antibioticos, estos compuestos se encuentran formando
parte del efluente de la planta de tratamiento de aguas residuales y/o se absorben en el
lodo, se convierten en abono y posteriormente se aplican en la agricultura. Aun existe un
desconocimiento sobre las cantidades de productos farmacéuticos que ingresan al medio
ambiente, el origen de los agentes activos farmacéuticos, las vias de metabolismo y
transformacion, los efectos de los principios activos, metabolitos y productos de
transformacion en los organismos acudticos, y su persistencia o degradabilidad en el
medio ambiente (Mackulak et al., 2019).

Estudios toxicologicos recientes muestran que los farmacos como productos de
preocupacion emergente, afectan y alteran el comportamiento y estructura de las
comunidades acuaticas. Al mismo tiempo, este tipo de contaminantes en las funciones del
ecosistema tienen el potencial de influir en la produccién de materia organica, la
absorcion de oxigeno y la produccion de invertebrados de manera secundaria (Barcelo y
Lopez, 2022).

En los seres vertebrados e invertebrados, se evidencia la presencia de estrogenos en forma
natural, se logro detectar que a concentraciones de estrogenos superiores a los que un
organismo produce de manera normal, los seres humanos y formas de vida silvestre
pueden verse afectados desfavoreciendo su sistema endocrino. Se supone que los seres
humanos se encuentren expuestos a estas elevadas concentraciones de estrogenos,
producto de los farmacos utilizados en los tratamientos de procesos como la sustitucion
hormonal, en la regulacién de los ciclos menstruales o el uso de métodos anticonceptivos
(Ramirez et al., 2018).

La existencia en el ambiente de estos estrdgenos se debe a descargas y/o excreciones
provenientes de procesos naturales y/o antropogénicos. De origen natural tenemos, la
excrecion diaria humana de estradiol, estrona y estriol que varia de hombre (1,6;3,9y 1,5
pg) a mujer (3,5; 3,8 y 4,8 ug); en mujeres embarazadas diariamente se evidencia una

excrecion de hasta 6 000 pg de estriol (Petrovic et al., 2021).
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2.2.4 Efectosy riesgos ambientales de los farmacos

Dévila y Ramirez (2019) sefialan que los efectos principales en diversos peces, debido a
la exposicion de diferentes compuestos estrogénicos, son la alteracion en el desarrollo
sexual, presencia de especies intersexuales (machos que sufren feminizacién, o hembras
que sufren masculinizacion), cambios del comportamiento en el apareamiento, reduccion
en el éxito reproductivo y alteracion en el sistema endocrino; conduciendo en las especies
expuestas a alteraciones en su crecimiento, desarrollo y reproduccion; esto debido a que
los rios reciben efluentes domésticos y de plantas de tratamiento de aguas residuales con

gran contenido hormonal.

Petrovic et al. (2021) confirman que se ha demostrado la responsabilidad de los
estrégenos en la alteracién endocrina de ambientes acuaticos; documentando alteraciones
como el hermafroditismo en peces, crecimiento deforme de los drganos sexuales en
reptiles (lagartos y tortugas), comportamiento de anidacion inusual, cuticula de huevos
mucho mas delgada, y trastornos en el sistema inmunologico y reproductivo de focas
grises.

El género sexual estd determinado en los peces adultos. Empero, si existe exposicion a
hormonas, se puede generar cambios en los caracteres sexuales, similar a las tipicas de
una hembra (Gaitan, 2019).

Asimismo, Gaitan (2019) sefiala que las raices de las habas presentan efectos citotoxicos
inducido por el estriol, logrando inhibir su division celular. Destaca que el resultado es
causado por los estrégenos que tienen la caracteristica de ser intensos cohibidores de la
mitosis, por la interaccion que presentan en el huso acromatico, las proteinas reguladoras

y el ADN en esencia.

2.2.5 Microalgas

Olmedo (2019) “las define como los organismos mas simples del reino vegetal, por su
gran tolerancia de adaptacion a distintos ambientes, lo que ha dado origen a alrededor de
100,000 especies identificadas y distribuidas alrededor del mundo en practicamente todos
los ambientes; sefiala que se trata de organismos microscopicos, ancestrales, de origen
polifilético, es decir que no pertenecen a un solo ancestro comun; su tamafio varia entre
20 a 200 um, son unicelulares y eucariotas, con excepcién de las cianobacterias que son

procariotas. Su alimentacion es esencialmente fotoaut6trofa, capaces de utilizar el
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carbono inorgéanico en forma de didxido de carbono y la energia de la luz del sol para
generar moléculas complejas que le sirvan tanto para la formacion de sus estructuras

como para la generacién y reserva de su energia”.

Asimismo, son consideradas como organismos microscépicos fotosintéticos que se
identifican por tener un crecimiento acelerado, las células se duplican de manera
exponencial (Santos et al., 2018). “Estan compuestas por proteinas, carbohidratos, &cidos
nucleicos y acidos grasos; estos ultimos se alojan en las membranas, en los productos de
almacenamiento, metabolitos, entre otros; los acidos grasos representan el 40% de su peso
seco” (Tejada et al., 2019).

Algunos estudios sefialan que las microalgas pueden tolerar altas concentraciones de
disruptores endocrinos; por lo tanto, se les considera como organismos adecuados para

procesos de biorremediacion (Miazek & Brozek, 2019).

Por otro lado; Kumar et al. (2020) sefialan que el uso de microalgas representa un
tratamiento eficaz para la biorremediacion de los residuos organicos; simbolizando una
tecnologia rentable y sostenible para la economia biocircular si se alimentan de corrientes

de desechos de otros subprocesos.

- Microalga Chlorella sp

Es un alga verde ovalada que crece como células simples. Perteneciente a la division
Chlorophyta y a la clase de las Chlorophyceae; generalmente es cultivada intensivamente
con objetivo alimentario y para obtener metabolitos; los sistemas de lote son los méas
utilizado a gran escala debido a su bajo riesgo de contaminacién y cdémoda

implementacion (Infante et al., 2022).

Algunas referencias, sefialan que las células también se presentan de manera esféricas,
ovoides o elipsoidales, solitarias o formando colonias de hasta 64 células. El cloroplasto
tiene forma de plato o copa, con o sin pirenoides, rodeado de granos de almidén, con

ausencia de flagelos, con presencia o ausencia de mucilagos (Guaman y Gonzélez, 2019).

Chlorella sp, es considerada como un alga unicelular, de forma esférica, presenta un
didmetro entre cien y mil veces menor a 1 mm, tiene color verde obtenida de los

cloroplastos, mismos que se encargan de realizar el proceso fotosintético, es por esta
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caracteristica que recibe el nombre Chlorella al género, que significa pequefio verde
(CEIBAL, 2019).

Su reproduccion es mediada por la liberacién de autoesporas mediante la ruptura de la
pared celular de la madre. La célula hija permanece fusionada a la pared celular restante
de la madre, formando nuevas colonias con recubrimiento mucilaginoso (Guaman y
Gonzalez, 2019).

Las microalgas de género Chlorella son importantes dentro de los aspectos comerciales
por su facil cultivo y alto valor nutricional (Lépez et al., 2021). Se han utilizado para
diversos propositos en industrias cosmetoldgicas, farmacéuticas, alimentarias,
agricultura, hasta en tratamiento de aguas residuales. Asimismo, en la produccién de
distintos tintes y como una opcion alimenticia para el hombre y curtiembre de animales
(Urbano, 2019).

2.2.6 Parametros de cultivo en microalgas

Los cultivos a escala de laboratorio con frecuencia suelen ser monoalgales y no siempre
axénicos; a diferencia de los cultivos en placa. En relacion a lo sefialado, se puede inferir;
que se puede cultivar una sola especie de microalga, pero estard acompafiada de una
diversidad de microorganismos como bacterias; esto no representa algo negativo, sino por
el contario deseable; debido a que la coexistencia de organismos hace factible los

procesos de degradacion o eliminacion de contaminantes (Fernandez, 2020).

Como sefiala Salgueiro (2018), los parametros requeridos de forma fundamental para el

cultivo 6ptimo de las microalgas estan dadas por:

- Temperatura

Durante el cultivo de microalgas, la temperatura es un factor importante que requiere un
control constante, ya que afecta la composicion bioguimica de las células y a la cantidad
de lipidos. Para lograr una alta tasa de crecimiento, es fundamental crear una zona con
temperatura 6ptima entre 16 y 27 °C; teniendo en cuenta, que por encima o por debajo de
la temperatura optima, no seria posible su crecimiento, debido a que podrian manifestarse
dafos irreversibles en algunas proteinas. La produccion de algas aumenta en relacién a la

temperatura hasta alcanzar la 6ptima de cada especie; por encima de eso, aumenta la
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respiracion y la fotorrespiracion reduce la productividad total; la temperatura 6ptima varia

de una especie a otra, pero suele estar entre 28 y 35°C en general (Park et al., 2019).

- lluminacién

El crecimiento de las microalgas, estan dadas por dos caracteristicas de la iluminacion
(Intensidad y fotoperiodo), entendiendo como intensidad luminica al flujo de luz por
unidad de area y al fotoperiodo como la relacién entre las horas de luz y de oscuridad.
Las microalgas solo usan la luz de un determinado intervalo conocido como radiacién
fotosintética activa (PAR), que representa una longitud de onda entre 300 y 700 nm, lo
que vendria a ser el 40% de la radiacién total del sol para realizar la fotosintesis. La
intensidad de la luz, juega un papel importante en el proceso de crecimiento para los
microorganismos. En el caso de la Chlorella, el periodo de horas luz y oscuridad que se
suelen usar son fases que van desde 12:12 hasta 18:6, con valores de irradiacion artificial
de 14:10 (Bhola et al., 2020).

- pH

Varias investigaciones como la de Martinez (2018), Park et al. (2019) sefialan que “el pH
del medio de cultivo simboliza un parametro propio en cada especie de microalga, con
una influencia directa e importante en su metabolismo. Generalmente en los cultivos, el
valor de pH levemente se encuentra por encima de la neutralidad; en cuyo caso, estos
microorganismos se llaman neutrofilos; sin embargo, en determinados casos, como en
sistemas de cultivo cerrados, este factor, debido al consumo de CO; y nutrientes que
presentan una tendencia variable; en dichas circunstancias, y para corregirlo, ya que
valores de pH altos inhiben el crecimiento celular, se emplea disoluciones tampon como
puede ser la de fosfatos, que funcionan en el rango de valores de pH proximos a 7,0. El
pH del cultivo se ve influenciado por diferentes factores como la produccién de algas, la
respiracion, la alcalinidad y composicion iénica del medio de cultivo, la actividad

microbiana autotrofica y heterotrofica y la eficiencia del sistema de adicion de CO2”.

- Agitacion

Para una correcta distribucion de las microalgas, se debe mantener una adecuada aireacion
y agitacién, mismas que impidan la sedimentacion o adherencia a las paredes del reactor.
Al mismo tiempo, la agitacion permite la homogeneizacion del pH y nutrientes,

descartando variaciones de temperatura, ademas de facilitar una educada exposicion a la
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fuente de luz, teniendo en cuenta, que conforme pasa el tiempo, el cultivo se vuelve mas
denso. A pesar de ello, es necesario tener en consideracion que el grado de agitacion esta
significativamente relacionada con la produccion de las microalgas (Robles et al., 2019).

Suh & Lee (2022) sefialan que la agitacion de manera excesiva, ya sea con el empleo de
agitadores o por burbujeo, generaria un estrés hidrodinamico, lo que conlleva a una gran

reduccion en la tasa de crecimiento de las microalgas.

2.2.7 Etinilestradiol

El 170 - etinilestradiol (EE2) es considerado un analogo estructural del estrégeno natural
17 B - estradiol (E2). El etinilestradiol (Figura 1), es el principio activo de los
anticonceptivos, que se excreta en grandes cantidades a través de la orina y heces de las
mujeres, no es tratada de manera adecuada en las plantas de tratamiento de aguas
residuales convencionales; por tanto, pasan facilmente al medio acuatico y por

consiguiente a organismos Vvivos que en el habitan (Garcia, 2019).

Figura 1

Estructura molecular del etinilestradiol

HO

Fuente: (Garcia, 2019).

Tal y como se presenta en la Tabla 2., el etinilestradiol presenta caracteristicas
farmacocinéticas, por la cual pasa por un proceso de absorcién en el intestino delgado,
alcanzando un pico en el plasma sanguineo después de dos horas; de manera posterior se
da un proceso metabolico en el higado, el cual se asocia a la enzima citocromo.

Finalmente, los metabolitos se excretan en heces y orina en forma de conjugados de
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glucoronido y sulfatos. Debido a la circulacion enterohepatica, pasada algunas horas se
produce un segundo pico de concentracion sanguinea, siendo aqui donde el

etinielestradiol se une casi por completo a la aloiumina (Djerassi, 2022).

Tabla 2
Caracteristicas del etinilestradiol

Etinilestradiol
Nombre IUPAC: (8RR, 9 S,13S, 14 S, 17 R) -17-¢etinil-13-metil
7,8,9,11,12,14,15,16-octahidro- 6H- ciclopenta [a] fenantreno-3,17-diol.
Identificacion

Numero CAS 57-63-6
Cddigo ATC GO03CA01
Datos quimicos
Formula C20H2402
Peso molecular 296,41 gmol™
Farmacocinética
Disponibilidad biologica 51+ 9%
Union a la proteina 97%
Proceso metabolico Hepatico
Duracion (Vida media) 36+13h
Via de excrecion Hef:es: 62%
Orina: 38%

Datos clinicos
Via de administracion Oral y subdérmica
Fuente: Pubchem (2019)

El etinilestradiol fue desarrollado en la década de 1930 y se introdujo en la medicina en
1943. Este medicamento fue utilizado por primera vez en 1960 como pildora
anticonceptiva. Hoy en dia, es considerado el estrogeno mas utilizado, debido a que se
puede encontrar en una diversidad de tipos combinados en las pildoras anticonceptivas
(Evans, 2021).

Johnson y Chen (2020) indican que las mujeres pueden excretar diariamente 35 pg de

etinilestradiol ya sea por via fecal o urinaria, debido al uso de anticonceptivos.

2.2.8 Tratamiento de aguas residuales

Lezcano (2019) indica que se trata de procesos que tienen por objeto reducir y/o eliminar

cargas organicas adyacentes de actividades domésticas o industriales, relacionadas con la
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Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBOs), Demanda Quimica de Oxigeno (DQO),
nutrientes como el Nitrogeno y el Fosforo, organismos patdgenos, incluyendo las formas
parasitarias (huevos de helmintos, quistes de protozoarios, entre otros; a fin de evitar la
infiltracion en el subsuelo que contamine las aguas subterraneas o evitar el crecimiento
acelerado de las algas que podrian ocasionar problemas de eutrofizacién en las aguas
receptoras, asi como cumplir con las normas o reglamentos legales que permiten el
vertimientos a la red de alcantarillado de aquellas aguas residuales no domeésticas,
vertimientos a las fuentes de agua y el uso de las aguas residuales. En general las aguas
residuales, pasan por procesos de tratamiento secuenciales en los cuales cada etapa es

determinante para la calidad del efluente vertido (tal como se muestra en la Figura 2).

Figura 2

Tratamiento de aguas residuales

Afluente - Efluente-
Agua ratamiento Tratamiento Tratamiento Agua
residual primario secundario terciario residual

cruda tratada

Fuente: (Banco Mundial, 2020).

Pérez y Camacho (2021) sefialan que estos procesos estan referidos a siguiente:

- Tratamiento primario: Eliminacion de sélidos flotantes y sedimentables, a
través de procesos de sedimentacion.

- Tratamiento secundario: Procesos biolégicos para eliminacién y reduccion de
la materia organica disuelta a partir de la digestion medida por bacterias
aerobias.

- Tratamiento terciario: Procesos de caracter fisicoquimico para reducir la carga

contaminante de aguas residuales, por procesos de desinfeccion o filtracion.

2.2.9 Aplicacién de microalgas en tratamiento de aguas residuales

La aplicacion de microalgas, representa una alternativa viable en el tratamiento de las
aguas residuales, incrementando la sostenibilidad en los procesos de remocion de
contaminantes en cuerpos hidricos alterados; debido a que, forma parte fundamental para

devolver el agua utilizada por los humanos al medio ambiente de manera aceptable y
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continuar el ciclo hidroldgico; siendo una de las técnicas utilizadas en los procesos de
remediacion  bioldgica, pudiendo ser biorremediacion, fitorremediacion vy
rizorremediacion, empleando microalgas; estas microalgas son muy utiles en el
tratamiento de aguas residuales, especialmente porque su capacidad de eliminar
nutrientes y xenobioticos, a partir del uso de especies como Scenedesmus quadricauda,
Chlorella miniata, Chlorella vulgaris y Chlorella sorokoriana, especies que inciden en
la eliminacién de manera eficiente de contaminantes; presentando eficiencias mayores a
95% en farmacos (Candela, 2018).

El uso de microalgas para el tratamiento de aguas residuales se inici6 en la década de
1960, pero aun no ha sido posible introducirlo como sistema a escala industrial, debido a
ciertas limitaciones que impiden alcanzar la eficiencia de los sistemas de tratamiento
convencionales. La implementacion de las microalgas no se puede plantear de manera
independiente, pero si como un paso incluido en el sistema de tratamiento de la planta de
tratamiento de aguas residuales, generalmente como tratamiento secundario o terciario
para cumplir con los limites de descarga y como un medio para eliminar nuevos
contaminantes. Se puede cultivar en aguas residuales, en base a la similitud entre la
composicion de las aguas residuales y los nutrientes esenciales para el crecimiento de las

microalgas, principalmente carbono, nitrogeno y fosforo (Gomez et al., 2021).

El uso de microalgas elimina de manera eficiente la mayoria de los productos
farmacéuticos, con tasas de eliminacion de 40-60%, que surgen de procesos como
bioadsorcion y bioacumulacion a la biomasa de microalgas, representando una buena

tecnologia verde, de bajo costo y mas sostenible (Garcia et al., 2020).

Por ultimo, es necesario destacar lo mencionado por Shahid et al. (2020) “La aplicacion
de microalgas en el tratamiento de aguas residuales (fitoremediacidn) ofrece varias
ventajas sobre los métodos de tratamiento basados en productos quimicos. Cultivarlas en
aguas residuales permite una elevada tasa de fijacion de carbono atmosférico (1,83 kg
CO; biomasa™?) incrementando su productividad de biomasa de manera acelerada (40-
50% mas elevada que los cultivos terrestres) entre todos los biorremediadores terrestres
con la eliminacion de contaminantes concomitantes (80-100%). Ademas, la biomasa de
algas puede contener metabolitos de alto valor, incluidos &cidos grasos omega-3,
pigmentos, aminoacidos y alto contenido de azucar. Por lo tanto, después de la extraccion

de compuestos de alto valor, la biomasa residual puede convertirse directamente en
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energia mediante transformacion termoquimica o puede utilizarse para producir

biocombustibles mediante fermentacion bioldgica o transesterificacion”.

2.2.10 Mecanismos para la eliminacion de etinilestradiol

Yien et al. (2019) mencionan que los estrégenos esteroides como el etiniestradiol no se
eliminan por completo durante el proceso de depuracién en las plantas de tratamiento de
aguas residuales; siendo este el motivo de estar clasificados en la lista de vigilancia en la
normativa europea, debido a sus posibles riesgos para el medio acuético.

Siendo los procesos de adsorcion/absorcién y biodegradacion los principales mecanismos
de eliminacion de etinilestradiol; estos procesos obedecen a la caracteristica del
compuesto quimico, como a su hidrofobicidad y grupo funcional disponible; ademas de
la especie de microalga en uso, que ejercera el papel de adsorbente o absorbente; es
necesario destacar las condiciones ambientales (ph, oxigeno disuelto y temperatura)
(Norvill et al., 2019).

Neilson & Lewin (2020) sefialan que los procesos de adsorcion parecen denotar un
proceso previo en la biodegradacion de ciertos contaminante; por otro lado, la
degradacion bioldgica del etinilestradiol aplicando microalgas Chlorella, tienen lugar de
manera directa gracias a la presencia de metabolitos heterotrofos; o mediante la accion de
enzimas extracelulares. Mufioz y Guleysse (2018) sefiala que de manera indirecta el
incremento del oxigeno disuelto en el agua, favorece la degradacion de los contaminantes,
debido a procesos de fotosintesis mediante cambios de pH, o en la correspondencia

simbiotica establecida entre las bacterias.
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2.3 DEFINICION DE TERMINOS BASICOS

2.3.1 Disruptores endocrinos

Son sustancias quimicas exogenas; mezcla de sustancias quimicas o factores exdgenos no
quimicos que interfieren con el sistema endocrino normal del cuerpo, lo que produce
efectos adversos sobre las funciones hormonalmente controladas, son heterogéneos y
varian desde quimicos sintéticos hasta quimicos naturales; los productos quimicos
sintéticos como los bifenilos policlorados, plastificantes, pesticidas, fungicidas y agentes
farmacéuticos son conocidos actualmente; debido a que provocan alteraciones en los
sistemas hormonales y homeostaticos e interfieren con la capacidad del cuerpo para

comunicarse y responder al medio ambiente (Ratén, 2019).

Son un grupo de compuestos con actividades estrogénicas, se han encontrado en aguas
residuales, actualmente llaman la atencion debido a los impactos producidos a la salud en
la vida de microorganismos (Hom et al., 2019). Causan alteraciones morfologicas,
reduccion de la fertilidad, interferencia en la diferenciacion sexual, mejorando el
crecimiento de células de cancer de mama humano y accion mutagénica en células
humanas (Gattullo et al., 2022).

2.3.2 Biotransformacion

La biotransformacion implica la conversion a compuestos mas solubles en agua que
pueden excretarse como productos de reacciones bioquimicas; por lo general, las
reacciones de biotransformacion producen metabolitos inactivos, mas polares, solubles
en agua para su eliminacion; sin embargo, en algunos casos se producen metabolitos con
mayor actividad biolégica que son mas reactivos y por tanto toxicos; el cuerpo esta
expuesto a todo tipo de sustancias quimicas xenofobas que, al ser absorbidas, se
acumularan en él y amenazaran su equilibrio funcional. Una concentracion demasiado
alta de cualquier xenobidtico en el cuerpo amenaza inevitablemente la actividad de las
biomoléculas que funcionan en su entorno y pueden cambiar el funcionamiento normal

de un drgano, tejido o sistema (Tejedor, 2021).

Por su parte Le (2019) sefiala que es el proceso de modificacion estructural de los
productos farmacéuticos después de que ingresan al cuerpo; generalmente ocurre en el

higado como resultado de procesos de oxidacion (mas a menudo), reduccién, hidrélisis y
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conjugacion; la biotransformacion da como resultado la formacion de metabolitos
inactivos, algunos de los cuales pueden diferir de los farmacos originales con la misma o
diferente actividad farmacoldgica; la biotransformacién puede alterarse induciendo o

inhibiendo enzimas.

2.3.3 Metabolitos

Se denomina a aquella sustancia o subproducto resultante del proceso del metabolismo;
ademas puede referirse a los productos que quedan posterior a la desintegracion de un

producto farmacéutico en interaccion de un cuerpo (Kumar et al., 2019).

Por lo general, cuando los farmacos se metabolizan, se vuelven inactivos, pero en algunos
casos, los metabolitos pueden volverse farmacol6gicamente activos y afectar el cuerpo;
de hecho, los metabolitos activos de algunos farmacos son los responsables de la accion

primaria del farmaco, conocidos como profarmacos (Checa, 2017).

2.3.4 Farmacos

Un farmaco se define como cualquier sustancia (diferente a un dispositivo o un alimento)
utilizado en el analisis, el tratamiento, la cura o la prevencidn de una enfermedad, o para
tratar padecimientos que impliquen modificacion y/o alteracion en la estructura o el
funcionamiento del organismo. Los anticonceptivos orales son un ejemplo de
medicamentos que afectan las funciones corporales en lugar de los procesos de mejora en
una enfermedad. Su uso diario es bastante complicado desde el punto de vista legal; una
definicion mas simple se referiria a una droga como cualquier producto quimico o
biologico que afecta el cuerpo y sus funciones (Lynch, 2019).

Podemos encontrar definiciones que refieren a los farmacos como productos con
estructura quimica conocida puntualmente y que es capaz de originar efectos o cambios

sobre una propiedad fisiologica puntual (ASHP, 2017).

2.3.5 Hidrofobicidad

Este parametro caracteriza el grado de similitud de la molécula en la fase lipidica y
simultdneamente mide la repulsiébn de la molécula a las soluciones acuosas; la
permeabilidad depende de la hidrofobicidad por la que tiene que pasar la solucién del
farmaco, donde hay un espacio entre la solucion acuosa y el farmaco, debido a la ruptura

del enlace de hidrogeno (Azcarte, 2018).
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2.3.6 Adsorcién

La adsorcién es un proceso que representa la interrelacion entre dos fases distintas que
forman una capa de interfaz, transfiriendo moléculas de un fluido a granel (liquido o gas)
a una superficie sélida y; por lo tanto, se clasifica como un proceso de superficie. Esta
capa esta representada por dos tipos de interacciones fisicas o quimicas. Este proceso

suele ser reversible y el proceso inverso se llama desorcion (Marwa, 2021).

2.3.7 Absorcién

Le (2019) sefiala que la absorcion del farmaco depende de sus propiedades
fisicoquimicas, composicion y forma de administracion; las formas de dosificacion (en
concreto: tabletas, capsulas, soluciones) consisten en farmacos y otros ingredientes y
estan disefladas para la administracion por varias vias (oral, bucal, sublingual, rectal,
parenteral, topica, inhalacion). Independientemente de la via de administracion, los
medicamentos deben disolverse para ser absorbidos, por lo que la forma sélida (tableta)
debe poder disolverse y desintegrarse.

2.3.8 Hormonas

Las hormonas son mensajeros quimicos que afectan y manejan cientos de procesos
corporales. A menudo, un proceso corporal implica una reaccion en cadena de varias
hormonas diferentes. Una hormona solo actuara en una parte del cuerpo si "encaja”, si las
células en el tejido objetivo tienen receptores que reciben el mensaje de la hormona.
Pensemos en una hormona como una llave y en las células de su tejido objetivo, como un
organo o tejido adiposo, como cerraduras de forma especial. Si la hormona encaja en la
cerradura (receptor) de la pared celular, entonces funcionard; la hormona entregara un

mensaje que hara que el sitio objetivo realice una accién especifica (Barrington, 2022).

2.3.9 Estrdgenos

Garcia (2019) sefala que los estragenos son considerados esteroides, usados para regular
diferentes aspectos reproductivos; sin embargo, toman un papel fundamental en el sistema
inmunoldgico; actuando por medio de los receptores clasicos de estrogenos nucleares y

de la membrana receptora asociado a la proteina G.

24



2.3.10 Anticonceptivos

Son métodos y técnicas de control de la natalidad (Fernandez et al., 2021). Por su parte
Alvarez (2020) menciona que los anticonceptivos hormonales se encuentran constituidos
por dos hormonas sexuales, estrégeno y progesterona, y se pueden administrar de diversas

formas, como por via oral, subcutanea e intramuscular.
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

3.1. UBICACION

La investigacion se desarrollé en diferentes lugares, debido a que el trabajo se llevé en
tres etapas diferenciadas. La etapa previa: Recoleccién del agua residual de la Planta de
Tratamiento de Aguas Residuales de Celendin, ciudad Celendin; escalonamiento de las
microalgas Chlorella sp. y filtrado al vacio del agua residual en el laboratorio de aguas
de la Universidad Nacional Auténoma de Chota e instalacion del experimento en un éarea
acondicionada, ubicada en la Av. La Cantuta S/N, de la ciudad de Cajamarca (Segun se
muestra en la figura 3), a los 2 683 m.s.n.m., en las coordenadas 9208343,65 N y
775899,63 E. La etapa de laboratorio: Andlisis de deteccion y remocion del etinilestradiol
en la Universidad Peruana Cayetano Heredia en su laboratorio de bioquimica de la ciudad

de Lima.

Las condiciones ambientales del area adecuada en la Av. La Cantuta S/N, de la ciudad de

Cajamarca; fueron las siguientes:
Temperatura ambiental: 21.5 °C. + 0.5

Humedad: 82%.
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Figura 3

Ubicacion de la instalacion del proyecto de investigacion
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3.2. MATERIALES

3.2.1. Materiales de campo

- Probetas graduadas de PVC, semi transparente de 1000 mL.

UNNVERSIDAD NACIONAL DE CAJAMARCA
POSGRADD

ESCURLA DE
Poagrama de do tor mbe o cmncien

if‘l‘

- Bomba de inyeccion de aire de cuatro salidas, marca: RSelectrical, modelo: RS-

9801.
- Manguera de silicona transparente 4 mm.
- Te de PVC 4mm.
- Vélvulas reguladoras de aire de PVC 4mm.

- Difusores sumergibles de aire.

- Focos de iluminacion de 36 watss marca: Philips modelo: Super 80 36W/865 G13

- Fichas de campo.
- Termdmetro ambiental de mercurio.
- Balde de 5 litros.
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3.2.2.

Mandil blanco.

Mascarillas y guantes quirdrgicos.

Materiales e insumos de laboratorio

Agua residual de la PTAR — Celendin.

17a-Ethynylestradiol, 98% de pureza, lote #. WXBC9894V, SIGMA-ALDRICH.
Microalgas Chlorella sp (CEPA UTEX 2714)

Balanza analitica Marca: Ohaus Modelo: Adventurer AX324.
Centrifuga Marca: Biobase Modelo: BK-THR20K-D.
Microscopio Optico, marca: Olympus, modelo: CX23.

Equipo de filtracion al vacio.

Camara de Neubauer de dos rejillas.

Azul tripan.

PHmetro digital, marca: Hanna Instrument, modelo: pH&ECHI198129 y H198130.
Matraz Erlenmeyer 1000 mL.

Frasco Winkler de 250 mL.

Vasos de precipitado.

Algodon y papel aluminio.

F/2 Guillard’s Algae Food — Part A y Part B.

Jeringas de 10 mL.

Filtros para jeringa SIMPLEPURE PES 0,54 pm.

Filtros Milipore (tamafio del poro de 0,54 pum).

Tubo para centrifuga de propileno, base conica, tapa rosca, 15 mL.
Metanol, Acetonitrilo y Acido fosférico.

Agua destilada (Filtrada).

Cromatdgrafo liquido de alta densidad

. Materiales de gabinete

GPS, marca: GARMIN, modelo: GPSmap76CSx.

Laptop, marca Lenovo, procesador Intel Core i7; para ordenar, clasificar y procesar
la informacion.

Software IBM SPSS ®

Microsoft Word 2016, Microsoft Excel 2016.

Camara digital, marca Canon T100, modelo CAM EOS REBEL T100, de 18 MP.
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- Utiles de escritorio.

- Impresora multifuncional, marca Epson, modelo L3210 - Ecotank

3.3. METODOLOGIA
La investigacion tuvo un disefio de tipo experimental, por su finalidad fue aplicada, de

temporalidad longitudinal (diacrénica), mixta por el enfoque tedrico metodoldgico y de

intervencién multidisciplinaria (Hernandez, 2014). Asimismo, segin el grado de

manipulacién de la variable independiente, la investigacion tuvo un nivel de presencia o

ausencia; el cual implic6 que un grupo se expuso a la presencia de la variable

independiente y el otro no. De manera posterior, ambos grupos se compararon para

conocer si el grupo expuesto a la variable independiente es diferente del grupo que no fue

expuesto.

El experimento consistio de tres tratamientos, con tres repeticiones, mas dos testigos;

segun se detalla en la Tabla 3, dispuestos de manera randomizada (Figura 4).

Tabla 3

Tratamientos en estudio

N° Clave

Descripcion

Etinilestradiol

(mgL™)
1 To Agua residual 4
2 Toe) Agua residual 4
3  Tari1  Aguaresidual + 100 mL L™ de biomasa fresca de Chlorella sp 4
4  Tigre  Agua residual + 100 mL L™ de biomasa fresca de Chlorella sp 4
Etinilestradiol
N° Clave Descripcién
(mgL™)
5 Tirs Agua residual + 100 mL L™ de biomasa fresca de Chlorella sp 4
6 Tz Agua residual + 200 mL L™ de biomasa fresca de Chlorella sp 4
7  Taore Agua residual + 200 mL L™ de biomasa fresca de Chlorella sp 4
8  Twurs  Agua residual + 200 mL L™ de biomasa fresca de Chlorella sp 4
9  Tar: Agua residual + 300 mL L™ de biomasa fresca de Chlorella sp 4
10 Txr2  Agua residual + 300 mL L™ de biomasa fresca de Chlorella sp 4
11  Ti7rz3  Agua residual + 300 mL L™ de biomasa fresca de Chlorella sp 4

Nota: Concentracion de microalgas y etinilestradiol para el experimento.
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Figura 4
Distribucion del sistema de fotobiorreactores

R1

R2

R3

Nota: Codificacién de tratamientos.

Se trabajo tres etapas: una etapa previa y/o campo, laboratorio y gabinete; las cuales se

detallan a continuacion:

3.3.1. Etapa previa y/o campo

a) Escalamiento de microalgas Chlorella sp

En esta primera etapa se desarrolld el cultivo, escalamiento, mantenimiento y

aclimatacion de las cepas de microalgas Chlorella sp. Para asegurar la calidad e

inocuidad, se adquiri6 1 L de cultivo de Chlorella sp., CEPA UTEX 2714 de la

Universidad Nacional del Santa certificada por el Blgo. Gustavo Olivos Ramirez; el

cultivo inicial tuvo una densidad poblacional de 2x10° células mL™* de Chlorella sp.

- Se efectud el cultivo y desarrollé el escalamiento de Chlorella sp., a través de
técnicas de aislamiento y purificacion; se realizé el mantenimiento y aclimatacion

del cultivo a las condiciones ambientales de laboratorio de la Universidad Nacional
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Autonoma de Chota; para posteriormente ser transportados e implementados en los
respectivos sistemas de fotobiorreactores blanco y tratamientos.

El litro de cultivo inicial de Chlorella sp., fue separado en 5 cantidades iguales de
200 mL aforados a 500 mL con agua potable en matraces Erlenmeyer. El cultivo
alcanzd la densidad de 2,1x10° células mL™* de Chlorella sp. a los 15 dias, teniendo
en cuenta su crecimiento exponencial, repitiéndose el proceso hasta obtener 2 L.
A cada matraz Erlenmeyer, se le adicion6 F/2 Guillard’s Algae Food — Part Ay F/2
Guillard’s Algae Food — Part B como medio de cultivo a razén de 2/1000 mL de

cada complemento nutricional (Como se evidencia en la Tabla 4).

Tabla 4
Composicion nutricional F/2 Guillard’s

Composicion F/2 Guillard’s Algae Food — P. A Composicion F/2 Guillard’s Algae Food — P. B

Ferric Chloride (Fe) 0,82%, Colbalt Chloride Sodium Nitrate (N) 9,33%, Monosodium
(Fo) 0,002%, Zinc Sulfate (Zn) 0,0037%, Phosphate (P205) 2,0%; Thlamine
Copper Sulfate (Cu) 0,0017%, Manganese Hydrochloride (B1) 0,07%; Vitamin B12
Chloride (Mn) 0,034%, Sodium Molybdate 0,0002% y Biotin 0,0002%.

(Mo) 0,0009% y EDta.

Fuente: Montoya y Acosta (2021)

Los cultivos se mantuvieron a condiciones de laboratorio a una temperatura de
21,40 °C promedio, luminosidad con luz blanca fluorescente de 36 Wattss e
intensidad de 2000 lux, el pH oscilo entre 7,03 promedio y agitacion a través de la
inyeccion de aire, por bombas de aireacion.

Se realizd monitoreos del crecimiento y adaptabilidad, verificando y regulando las
condiciones de luminosidad, aireacion y temperatura para asegurar un cultivo con
condiciones éptimas y homogéneas.

Se procedi6 de manera constante a realizar acciones de control de algln tipo de
contaminacidn de los cultivos, no registrandose caso alguno; debido a la inocuidad
del cultivo inicial adquirido. El reconteo se hizo en el laboratorio de aguas de la
Universidad Nacional Auténoma de Chota, el procedimiento fue el siguiente:

o Se afiadio tripsina al cultivo; para generar un desprendimiento de las células

que estan desarrolladas en el cultivo, con diferentes mecanismos enzimaticos,
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mecéanicos y quimicos separamos las células de forma individual (A este
procedimiento se le conoce como “Tripsinizacion”).

e  Adicionde solucion de azul tripan: para visualizar y diferenciar las celas vivas
y células muertas (Debido a las rupturas en la membrana de la célula muertas,
ingresa la solucion al interior de ellas).

o Se realiz6 el conteo haciendo uso de la cAmara de Neubauer de dos rejillas,
profundidad 0,100 mm y érea de cuadrante 0,0025mm?.

o Se adiciond 10 pL de suspension celular en cada rejilla de la camara, para
posteriormente realizar el conteo en los cuatro cuadrantes extremos de la

rejilla, tal como se muestra en la Figura 5.

Figura 5
Conteo en cuadrantes extremos, haciendo uso de la camara de Neubauer

1.0 mm
e ¢ 10
E [ ~
Q|
(<Y
1AL 1L.AA
107 1US
w
Lo
3
110 9
Jt
N células lcuadro 1000 mm3® 1cm?

FD

= X X X X
# cuadros grandes L X A X P mm3 1cm3 1mL

B 420 células y lcuadro o 1000 mm? o 1cm3 y
" 4 cuadros grandes 1x1x0,1 mm3 1 cm3 1mL

células

= 2100000 ———
mL

= 2,1 %108 cel mL™t

32



b)

Adicionalmente, se realizé el monitoreo de crecimiento e inocuidad; con muestreos
aleatorios de cultivos de Chlorella sp a fin de determinar su densidad de crecimiento
e inocuidad del cultivo, no se identificd contaminacion del cultivo o algun factor

que haya influido en su crecimiento.

Permisos y autorizaciones

Se gestiond los permisos correspondientes para el ingreso y toma de muestras en la
planta de tratamiento de agua residual de la ciudad de Celendin; ante la oficina del
area técnica municipal de agua y saneamiento de la municipalidad provincial de
Celendin.

Se procedi6 a la toma, almacenamiento y transporte de muestras, provenientes del
efluente de la planta de tratamiento de agua residual (PTAR) de la ciudad de
Celendin.

Recoleccion y filtrado al vacio del agua residual

Obtenido el permiso de ingreso a la planta de tratamiento de aguas residuales de la
ciudad de Celendin; se procedié a la recoleccion de 20 L de agua residual
proveniente del efluente final.

Estos 20 L de agua residual, fueron trasladados sin preservacion hasta el laboratorio
de aguas de la Universidad Nacional Auténoma de Chota.

En el laboratorio, procedimos al filtrado por vacio del agua residual, para eliminar
impurezas organicas e inorganicas, presencia de seres celulares u otros, que
pudiesen interferir o favorecer en la remocion del etinilestradiol.

Se dispuso de una porcidn de papel de filtro con suficiente tamafio para que cubra
el area del embudo de Buchner sin exceder. En el matraz de Kitasato, el embudo y
el filtro fueron ajustados, haciendo uso de un adaptador de goma; sujetado con una
pinza unida a un soporte con una nuez, se conecto al sistema de vacio. Se procedid
a mojar el filtro con agua destilada. Con apoyo de una varilla de vidrio, se procedio
a verter la suspension lentamente sobre el filtro, de forma que no se produzca
pérdidas por derrame. Se dejo reposar por un tiempo de 1 hora aproximadamente

acoplado al vacio hasta que este seco.
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d)

Instalacion del experimento

En el laboratorio de ingenieria ambiental de la Universidad Privada del Norte, se
pesd el etinilestradiol; desarrollando las siguientes actividades: Se prendio la
balanza analitica, se verificd que se encuentre nivelado, verifico la calibracién con
pesa de 05 mg; se coloco el papel dentro de la balanza para pesar antes de afadir el
etinilestradiol, se afiadio el etinilestradiol hasta obtener 4mg, se procedio a retirar
el papel que contiene el etinilestradiol, se dobl6 y guardd cada papel de manera
temporal hasta ser afiadido a cada fotobiorreactor.

Posteriormente, en la Av. La Cantuta, en el condominio Praderas Park, en un érea
acondicionada, simulando condiciones de laboratorio; se procedi6 a instalar y
ubicar el experimento, tomando en cuenta la existencia y facilidades de fluido
eléctrico, estabilidad en las mesas para situar los fotobiorreactores y cercania a una
fuente de iluminacion natural.

Paralelamente, se procedid a instalar el sistema de aireacion e iluminacion, siendo
fundamental la verificacion de su funcionamiento; debido a que algunas piezas
presentaron fallas de fabricacion, las cuales podrian conllevar a generar errores en
la investigacion.

Los fotobiorreactores usados fueron probetas graduadas de plastico de un litro de
capacidad.

Se utilizo 1 litro de agua residual del efluente de la planta de tratamiento de aguas
residuales proveniente del distrito de Celendin, en cada fotobiorreactor como matriz
experimental.

Situadas e instaladas las probetas, de acuerdo al orden establecido en el disefio
experimental se procedi6 a afiadir el agua residual filtrada, las cepas de microalga
Chlorella sp y el etinilestradiol, tomando en cuenta las cantidades y unidades
previstas; las cuales se detallan en el siguiente punto.

Una vez instalado el experimento; en los nueve (09) fotobiorreactores de
tratamiento, se afiadié 100, 200 y 300 mL de microalgas de Chlorella sp., con
densidad poblacional de 2,1x10° cel mL™; luego se afiadié 4 mg de etinilestradiol
(Previa dilucion en 1 mL de metanol), en consideracion a lo propuesto por Liyun et
al. (2018), quienes indican que en concentraciones de 6 a 16 mgL? de
contaminantes, la eficiencia de fotodegradacion de Chlorella sp, disminuy6 del
42% al 24%, pudiendo inhibir la produccion de especies reactivas de oxigeno

inducidas por las algas.
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- Los fotobiorreactores contaron con un sistema de aireacion continua, que sirvié
como fuente de ingreso de oxigeno; ademéas que permitié homogenizar el agua
residual, con el cual se evitd la precipitacion de la microalga Chlorella sp, tal y
como recomienda Salgueiro (2018).

- El sistema de los fotobiorreactores, conté con un fotoperiodo de 12:12, como factor
importante en la regulacion de la produccion y division celular, el sistema estuvo
expuesto a luz artificial (luz — dia) con una intensidad de 2000 Lux, en un ambiente
con temperatura media oscilante entre de 25 + 2°C.

- El tiempo de monitoreo en cada fotobiorreactor fue a los 5 dias. Al respecto CENTA
(2018) recomienda que las evaluaciones se den al menos cada 5 dias y 8 dias, a fin
de que los procesos de depuracion se generen y puedan ser evidenciables.

- Puesta en marcha del sistema: El sistema entrd inmediatamente en funcionamiento
después de su instalacion, representando la iniciacion de la realizacion de la

investigacion.

e)  Frecuencia del monitoreo
Se establecio una frecuencia de monitoreo de una vez por cada cinco dias, tomandose las
muestras en cada sistema de tratamiento, por un periodo de veinte dias; lo que permitio

observar los cambios medulares que ocurrieron.

f)  Evaluacion de los parametros de campo

La evaluacion de parametros de campo; se efectuaron de manera directa en cada
fotobiorreactor; haciendo uso de un multiparametro, medidos diariamente; durante el
tiempo que duro el experimento, por ser considerados parametros influyentes y de gran
valor para entender el proceso de remocion de etinilestradiol. A fin de contrastar la validez
de los resultados, se procedio a enviar cuatro (04) veces las muestras al Laboratorio
Regional del Agua del Gobierno Regional de Cajamarca; para ello, se desarrollaron las

siguientes actividades:

- Preparacion de muestra — OD: En un frasco Winkler de 250 mL, se vertio al ras
el agua proveniente del fotobiorreactor (segun el tratamiento), se procedié a tapar
y eliminar lo sobrante; se abrio el frasco y afiadio los preservantes respectivos (Rx1:
Sulfato manganoso y Rx2: Hidréxido de sodio, azida de sodio y yoduro de potasio);

se volvio a tapar, eliminar el sobrante y homogenizar la muestra con movimientos
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circulares lentos. La técnica de deteccion usado en laboratorio fue: SMEWW-
APHA-AWWA-WEF Part 4500-O C, 23rd Ed. 2017. Oxygen (Dissolved). Azide
Modification.

- Preparacion de muestra — pH: En un frasco de plastico de 250 mL, se vertié 200
mL de agua proveniente del fotobiorreactor (segln tratamiento). No se afadio
preservante de muestra. La técnica utilizada de deteccion en laboratorio fue:
SMEWW-APHA-AWWA-WEF Part 4500-H+ B, 23rd Ed. 2017. pH Value.
Electrometric Method.

- Temperatura: Se sumergié el electrodo del multiparametro y registr6 el valor
indicado. El pardmetro temperatura, no fue enviado al laboratorio, por ser
netamente un parametro evaluado en campo; puede variar en el transporte o por

otro motivo.

3.3.2. Etapa de laboratorio

Definimos como etapa de laboratorio; aquellos procedimientos que se delimitan a la
deteccion del etinilestradiol, mismos que fueron desarrollados por el laboratorio de
bioguimica de la Universidad Peruana Cayetano Heredia; quien se encargo del
procesamiento de los resultados. Previo a ello, se desarrollaron actividades que
contribuyeron a facilitar el envio de las mismas. En general, se realizo:

- Preparacion de muestras.

- Conservacion de muestras.

- Analisis de muestras.

El laboratorio de la Universidad Peruana Cayetano Heredia; se encargd de asegurar la
aplicacion de la metodologia a través del desarrollo del método analitico de determinacién
cuantitativo de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), reportando los datos que
respaldan dichos resultados, como el analisis de linealidad, estabilidad, precision, limite
de cuantificacion y deteccion, recuperacion y cuantificacion de etinilestradiol en las

muestras.

Preparacion de muestras para envio a laboratorio

De acuerdo a lo indicado por el laboratorio; se procedié a realizar lo siguiente:
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- Se deposité 15 mL de muestra de cada fotobiorreactor al tubo conicos los cuales
fueron llevados a ser centrifugados por 15 minutos a 1500 rpm.

- Una vez centrifugadas, con la ayuda de una jeringa se extrajo 4 mL del
sobrenadante, el cual fue colocado a un nuevo tubo conico para centrifuga
(Previamente filtrada, haciendo uso de un filtro simplepure de jeringa estéril, de
0,54 um de tamafio), luego se afiadi6 1mL de metanol (Previamente filtrado, de
acuerdo a la descripcion anterior); se agitod lentamente (en circulos) hasta obtener
una mezcla homogénea.

- Se repitié el procedimiento para cada muestra.

Conservacién y envio de muestras

- Una vez culminado el procedimiento de preparacion de muestras, se procedio a
embalar las muestras cuidadosamente, fueron colocadas en un cooler con su
respectivo ice pack; con intencion de mantener una temperatura menor a 4°C y ser
enviados al laboratorio.

- Los envios de las muestras se realizaron por medio terrestre, de acuerdo a la

frecuencia de monitoreo.

Analisis de muestras en laboratorio

Una vez recepcionadas las muestras, el laboratorio desarrollo el siguiente procedimiento:

- Condicion cromatografica para el analisis de etinilestradiol

Se us6 metodologia por HPLC descrita por Marina da Silva Daniel; Elizabete Campos de
Lima (1), Butt Khadheeja et al (3) y Fonseca AP et al (4). Para el analisis se administraron
20 puL de las soluciones del eluato (muestra) y estandar a través de un inyector automatico
en el sistema HPLC-DAD modelo 1260 (Agilent, USA). La separacion se realizd en una
columna Zorbax SB 5 um, 150 x 4,6 mm. La fase movil consisti6 en una mezcla de
Acetonitrilo: Agua: acido fosforico (50: 50: 0.05, v/v). El horno de la columna se mantuvo
a una temperatura de 40 °C y el flujo fue de 1,0 mL min‘*. La deteccion del etinilestradiol

se realizd a 280 nandmetros (nm).

- Anélisis cuantitativo
Se preparo6 una curva de calibracion midiendo las areas de los picos a partir de las cuales

se calculd la concentracion de etinilestradiol en las muestras de agua residual (1,3,4,5,6).
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C (% 0 %) = %x CstxFdxp .......N°1
Donde:

C = concentracion de la muestra

Am: area de la muestra

Ast: area del estandar

Cst: concentracion del estandar

Fd: inversa del factor de dilucion

p: potencia

- Linealidad del método

Se us6 metodologia original descrita por Marina da Silva Daniel; Elizabete Campos de
Lima (1), Butt Khadheeja et al (3) y Fonseca AP et al (4), las concentraciones de las
diluciones se variaros a conveniencia. Desde la solucion madre de 10 mg de
Etinilestradiol en 25 mL de Acetonitrilo se realizaron diluciones tedricas con fase movil
al6ugmL? 8ugmL?® 4ugmL? 2ugmL?, 1ugmL? 0,5ugmL?y0,25ugmL?, y
fueron almacenadas a 4 °C. Se realiz6 2 mezclas (n=2), y 2 inyecciones (réplicas) de 20

uL de las mezclas de las soluciones estandares de Etinilestradiol al sistema HPLC-DAD.

Se realiz6 una curva de calibracion con 7 niveles de concentracion teéricos a 0,25 ug mL-
10,50 ug mL?; 1,01 ug mL?; 2,02 ug mL™; 4,04 ug mL*; 8,08 ug mL™? y 16,15 ug mL"

1 a partir de la solucién madre de 412 ug mL* de Etinilestradiol.

En la Figura 6, se muestra la curva de calibracion obtenida en funcion del promedio de
las areas cromatograficas frente a la concentracion del estandar de etinilestradiol, los
resultados del promedio de las 6 inyecciones (n=2, 2 inyecciones para cada mezcla) se

muestran en la Tabla 5.

La curva de calibracion para el Etinilestradiol corresponde a una linea recta cuya ecuacion
es y=47,735x — 2,7147 con un R?= 0,9999; ello indica que existe una relacion lineal entre
el area y su concentracion. En la figura 23 (Anexos) se muestra el cromatograma obtenido
para el estandar de Etinilestradiol cuyo tiempo de retencién fue de 4,5 minutos en las

condiciones ensayadas.
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Tabla s

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

de las &reas de picos obtenidos

Etinil i
B Area pico cromatografico (mAU*s) Desv.
estradiol Prom.
(ug mLY) M1A M1B M2A M2B Estandar
0,25 12,49 11,40 11,22 11,50 11,68 0,56
0,5 22,93 22,96 23,65 23,05 23,13 0,34
1,01 46,55 46,29 46,69 47,50 46,76 0,52
2,02 92,47 93,26 92,91 93,80 93,11 0,56
4,04 186,65 186,30 186,59 186,15 186,42 0,23
8,08 376,77 377,16 379,38 380,84 378,54 1,91
16,15 771,04 772,68 771,86 769,44 771,26 1,38
Figura 6
Curva de calibracion para el estandar de Etinilestradiol.
900
800
."’
700 y = 47.735x - 2.7147
— Rz = 0.9999
¥ 600
2
<
E 500
8
2 -
2 400 3
S
% 300
200 ®
100 .
e
o o
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Concentracion (ug mL1)

39



- Test de regresion lineal simple

Se utilizé una prueba de regresion lineal simple para explicar la relacién entre la respuesta
(eje y) y las variables explicativas (eje x) utilizando la siguiente formula descrita por
Pedroza y Diskovski (2) en Statistical Analysis Systems.

Donde:
y: respuesta
a: Intercepto
B: pendiente de la recta

X: variable explicativa

- Coeficiente de correlacion lineal y coeficiente de determinacion

Para determinar si existe una relacion lineal entre la respuesta y las variables explicativas
se utilizo la siguiente formula descrita en Statistical Analysis Systems por Pedroza y
Diskowski (2).

Donde:
r: coeficiente de correlacion muestral
Sxy: €s 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 (R?) es el cuadrado del coeficiente de correlacion
muestral (2).

- Anélisis de estabilidad
A condiciones de temperatura ambiental, se evalué la estabilidad del estandar de
Etinilestradiol 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 solucion de estandar de Etinilestradiol y se obtuvo las

concentraciones a partir de la ecuacién de la recta, tal como se muestra en la Tabla 6.
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Se evalué la estabilidad a las 24 y 48 horas del estandar a una concentracion de 4,3 ug
mL para corroborar si existe algiin cambio estandar durante el tiempo que permanecio
dentro del sistema HPLC, la concentracion del estandar se mantuvo cerca al 100 %

(concentracion inicial), es decir estos fueron estables.

Tabla 6
Evaluacion de la estabilidad de Etinilestradiol a 4,3 ug mL™*

Estabilidad Areade Concentracion Concentracion Concentracion DSR DS

Tiempo Pico (ug mLY) Promedio (%) (%)
206,08 4,374

INICIAL 205,64 4,365 4,370 100,00 0,1060 0,00463
205,91 4,371
204,36 4,338

24 Horas 203,42 4,319 4,336 99,22 0,3731 0,01618
204,96 4,351
202,46 4,298

48 horas 202,13 4,291 4,293 98,24 0,1084 0,00465
202,03 4,289

- Evaluacion de precision

Se usO la desviacion estandar relativa (DSR) para evaluar la precision del sistema
cromatografico a las areas bajo la curva y tiempo de retencién (TR), mediante 6
inyecciones a 4 ug mL™ de soluciones estandar de Etinilestradiol, esta debe ser menor del
2 %, segun lo mencionado por Marina da Silva Daniel; Elizabete Campos de Lima (1),
Butt Khadheeja et al (3) y Fonseca AP et al (4).

DSR (%) = (%)x 100........ N° 4
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Donde:

DSR: desviacion estandar relativa o coeficiente de variacion
DS: Desviacion estandar

X: promedio del &rea bajo la curva o tiempo de retencion

N: nimero de datos

X: valores obtenidos

Para el estudio de precision se realiz6 6 inyecciones a una concentracion teorica de 4,04
ug mL* de la solucion estandar de Etinilestradiol. Los %DSR para las areas y tiempo de
retencion son menores al 2% (Tabla 7); por lo tanto, el método analitico es preciso.

Tabla 7
Precision del sistema cromatografico en tiempo de retencion y areas de las sefiales

cromatogréficas del estandar de Etinilestradiol a la concentracion de 4,04 ug mL™*

Inyeccion o réplicas Tiempo de Areas de picos
retencion (min)

1 4,62 203,76

2 4,62 201,79

3 4,62 203,85

4 4,62 201,06

5 4,61 202,69

6 4,61 202,46

X 4,62 202,60

DS 0,00186 1,09203
DSR (%) 0,04029 0,53899

- Determinacién del limite de cuantificacion

Se determind a partir de los datos de siete diluciones cuyas concentraciones teoricas
fueron 16 ug mL?*, 8 ug mL?, 4 ug mL?, 2 ug mL?, 1 ug mL?, 0,5 ug mL? y 0,25 ug
mL?, para ello se prepard 2 muestras y se inyectd por duplicado cada dilucion. Se aplicd
la ecuacion obtenida en la regresion lineal para obtener las concentraciones
experimentales; el limite de cuantificacion y deteccidn se calculé mediante las siguientes

formulas (1, 3, 4, 5y 6) que se detallan a continuacion.
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LC=—— .. N° 6

LD =32 . Ne 7
B

DS =VS2%xy ........ N° 8

n—2
Donde:

LC: limite de cuantificacion

LD: limite de deteccién

DS: desviacion estandar

B: pendiente de la curva de calibracion
a: intercepto

S2 xy= Varianza

Xy2 —aYyy — B.Xxy

..N°9

Se aplico la ecuacion de la recta y se determind las concentraciones experimentales de las
siete diluciones de 0,25 ug mL™?; 0,50 ug mL?; 1,01 ug mL™; 2,02 ug mL?; 4,04 ug mL-

1.8,08 ug mL* y 16,15 ug mL™. Los datos empleados en los célculos se muestran en la

Tabla 8 y los resultados de LD y LC que fueron 0, 202 ug mL™? y 0,674 ug mL™ se

muestran en la Tabla 9.
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Tabla 8

Datos para calcular los limites de deteccion y de cuantificacion de Etinilestradiol

n=28 X y X.y y? yIx Varianza
1 0,25 12,49 3,12 156,09 49,97
2 0,25 11,40 2,85 130,10 45,62 38816
3 0,25 11,22 2,81 126,07 4491
4 0,25 11,50 2,88 132,34 46,01
n=28 X y X.y y? yIx Varianza
1 0,50 22,93 11,47 525,95 45,86
2 0,50 22,96 11,48 527,46 45,93 0.3469
3 0,50 23,65 11,83 559,67 47,31 ’
4 0,50 23,055 11,53 531,54 46,11
1 1,01 46,55 47,03 2167,74 46,09
2 1,01 46,29 46,75 2142,87 45,83 0.2025
3 1,01 46,69 47,16 2180,39 46,23 ’
4 1,01 47,51 47,98 2257,176 47,03
1 2,02 92,47 186,78 8550,71 45,77
2 2,02 93,261 188,38 8697,61 46,16 0.0587
3 2,02 92,92 187,69 8633,40 45,99 ’
4 2,02 93,81 189,49 8800,25 46,44
1 4,04 186,65 754,08 34839,89 46,20
2 4,04 186,3064 752,68 34710,07 46,11 0.0025
3 4,04 186,59029 753,82 34815,94 46,18 ’
4 4,04 186,15562 752,07 34653,91 46,07
1 8,08 376,7742 3044,34 141958,79 46,63
2 8,08 377,16068 3047,46 142250,17 46,67 0.0423
3 8,08 379,38275 3065,41 143931,27 46,95 ’
4 8,08 380,84805 3077,25 145045,24 47,13
1 16,15 771,0448 1245237 594510,08 47,74
2 16,15  772,68854 12478,92 597047,57 47,84 0.0055
3 16,15  771,86945 12465,69 595782,45 47,79 '
4 16,15  769,44299 12426,50 592042,52 47,64
SUMA 128,2 6043,67478 66069,86 3137707,33 1304,35 4,5403
o -2.7147
47,735
10,3664
DS 3,2197
LD  0,2023
LC 0,6745
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Tabla 9

Limites de cuantificacion y deteccion del Etinilestradiol.

Compuesto LD (ugmL™?)  LC (ugmL™)

Etinilestradiol 0,202 0,674

- Anélisis de recuperacion

Se us6 metodologia descrita por Marina da Silva Daniel; Elizabete Campos de Lima (1)
y se uso la formula planteada por Butt Khadheeja et al (3) y Fonseca AP et al (4). Se
afiadié una cantidad conocida de 4 ug mL™ de Etinilestradiol a una muestra de agua
residual basal o blanco, y se procedié de acuerdo con el procedimiento descrito en la
seccion de analisis cuantitativo. Se hizo dos mezclas de los estandares y 3 inyecciones a

cada muestra.

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

Donde:
Ce: Concentracion encontrada

Cd: Concentracion declarada o conocida

Se enriquecié 2 muestras de agua residual con cantidades conocidas de 4,252 ug mL™ de

Etinilestradiol, se hizo tres inyecciones a cada mezcla.

Se obtuvo las concentraciones mediante la ecuacion N°2, considerando la potencia del
Etinilestradiol de 98,0%.

La recuperacion obtenida fue 99,54 % + 0,0197 y la desviacion estandar de relativa (DSR)
fue de 0,466 %; como se muestra en la Tabla 10 y 11, las cuales estan dentro del rango

de 98-102% que valida la exactitud del método.
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Tabla 10
Datos usados para calcular el porcentaje de recuperacion de Etinilestradiol en agua

residual enriquecida, n=2, tres inyecciones

Concentracion

Muestra Area de encontrada Concentracion Recuperacion DRS DS
Pico 1 Promedio (%) (%)
(ug mL™)

SPIKED 199,38609 4,23
Muestra 199,32117 4,23

: 200,99947 427 4,23 99,54 0,47 0,02
SPIKED 199,50688 4,24
Muestra 198,54244 4,21

2 198,33209 4,21

Tabla 11

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

Concentracion Concentracion
declarada encontrada Recuperacion  DSR
Compuesto (% media + DS) (%)
(ug mL™) (ug mL")
Etinilestradiol 4,25 4,23 99,54 + 0,019 0,47

3.3.3. Etapa de gabinete

El porcentaje de remocion de etinilestradiol se estimo de la siguiente manera:

- Se efectud el célculo de los valores promedios de etinilestradiol; para cada
tratamiento del sistema de fotobiorreactores utilizando la microalga Chlorella sp.,

empleando la siguiente formula:

Doénde:
X = promedio aritmético
x = valor individual de cada dato

n = nimero de datos
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- Los valores conseguidos en cada sistema de fotobiorreactores monitoreado, fueron
usados para el célculo del porcentaje de remocion de etinilestradiol, para cada uno
de los tratamientos con microalgas Chlorella sp y testigos.

.z Ci etinilestradiol — Cf etinilestradiol
% remocion= ! * 100

Ci etinilestradiol

Donde:
% remocion : Eficiencia de remocidn de etinilestradiol (%)
Ci etinilestradiol : Concentracién inicial de etinilestradiol (4 mg L* de dosis

administrada).
Cf etinilestradiol : Concentracion final de etinilestradiol, en los fotobiorreactor

blanco y tratamientos de microalgas Chlorella sp

3.3.4. Disefio estadistico
El analisis y el procesamiento datos; se trabajo haciendo uso del disefio estadistico

Completamente Randomizado, con tres tratamientos y tres repeticiones. Ademas, se
realizé un analisis estadistico por el cual se determind la prueba de normalidad de la
eficiencia de remocion del etinilestradiol, prueba de homogeneidad de la eficiencia de
remocion de etinilestradiol de F de Levene, Andlisis de varianza (ANOVA) de la
eficiencia de remocidn de etinilestradiol, Prueba de Tukey, Prueba de variacion de medias
y Pruebas de homogeneidad de la densidad poblacional de Chlorella sp., de F de Levene

(Las cuales se detallan en los anexos).
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacion del etinilestradiol en el efluente de la planta de tratamiento de aguas

residuales de Celendin, Cajamarca

Tabla 12

Concentracion de etinilestradiol en el efluente de la PTAR — Celendin

Codigo Area de pico Concentracion Promedi  Desviacié
muestra cromatogréfico (mg L™ o(mg L’ n
> 1 2 3 1 2 3 D) estandar
0,003 0,003 0,003

PTAR 0,033 0,029 0,032 0,0034 0,001

4 4 3

Se determiné la concentracion de etinilestradiol en una muestra del efluente de la planta
de tratamiento de aguas residuales de Celendin, Cajamarca, Peru; siendo su concentracion
0,0034 mg L. Al respecto, Petrovic et al. (2021) sefialan que los estrégenos presentes en
el ambiente se deben a descargas y/o excreciones que provienen de fuentes naturales y
antropogeénicas. Por origen natural, tenemos la excrecion diaria humana de estradiol,
estrona y estriol mismos que varian de hombre (1,6; 3,9 y 1,5 ug) a mujer (3,5; 3,8y 4,8
MQ) Y en mujeres embarazadas diariamente se evidencia una excrecion de estriol de hasta
6 000 pg.

De JesUs (2020) manifiesta que la concentracion de contaminantes emergentes en el
ambiente; se debe especialmente por la disposicion de las aguas residuales
municipales. La presencia en los condicionantes ambientes de estos contaminantes, a
pesar de no ser significativa en términos de concentracion, simbolizan un potencial riesgo
para la salud. Se ha descubierto que los sistemas convencionales de tratamientos de aguas
residuales son ineficaces para eliminar la mayoria de los contaminantes emergentes, por
lo que se necesitan tratamientos de tipo avanzados para reducir su concentracion en los

efluentes de aguas residuales.

Los estrogenos esteroides no se eliminan por completo durante el tratamiento de aguas

residuales, en sistemas de tipo convencional; siendo esto, la razdn de estar clasificados en
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la lista de vigilancia en la normativa europea, debido a sus posibles riesgos para el medio
acuatico (Yien et al., 2019)

Hom et al. (2019) sefialan que los actuales tratamientos de aguas residuales son
ineficientes y limitadas para eliminar estos compuestos; representando un grave
problema. Sumado a esto la falta de regulacion normativa; es por ello, que las hormonas
esteroides y sus andlogos estructurales constituyen una preocupacién ambiental critica.
Estos “estrogenos ambientales” pueden poner en peligro la reproduccion y desarrollo de
la fauna acuética, incluso a concentraciones muy bajas (nanogramos por litro) (Ayala,
2017).

Por otro lado, Khan et al. (2020) sefialan que han observado que s6lo el 18-32% de los
residuos farmacéuticos podrian degradarse mediante tratamiento secundario, presentando
un aumento de eliminacion entre 30-65% mediante el tratamiento terciario en condiciones
de tratamientos especiales, apoyando los resultados encontrados en la presente

investigacion.

La preocupacion frente a esto, surge debido a que los productos farmaceuticos son
microcontaminantes que, incluso en dosis bajas, puede inducir efectos fisioldgicos en
humanos y otros organismos del medio ambiente. Su estructura estable resiste la
desintegracion y consecuentemente induce a una mayor persistencia en el medio
ambiente; por lo tanto, permanece biologicamente activo. Las fuentes principales de estos
productos farmacéuticos al medio hidrico son los efluentes de las plantas de tratamiento
de aguas residuales, aguas de escorrentia provenientes de la agricultura y las tierras de

cultivo, y el sorbo de lixiviados de vertedero (Hena et al., 2020).

Tal y como lo mencionan Spindola et al. (2018) al referir que los estrogenos; entre ellos
la estrona, 17B-estradiol y 17aEE, que no pueden ser eliminados o degradados de forma
completa por las plantas convencionales de tratamiento de aguas residuales, a menudo
son persistentes y se liberan diariamente en cuerpos de agua, que mas adelante pueden
servir como fuentes de agua potable, generando un problema mucho mas algido. Segun
el estudio presentado por Grdulska & Kowalik (2020), sobre productos farmacéuticos en
agua y aguas residuales: descripcion general; mencionan que los farmacos que se
identifican con mayor frecuencia en las aguas residuales son las hormonas sexuales

(estradiol, éster, etinilestradiol, 17pB-estradiol) y farmacos antiepilépticos.
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Determinacién de remocion de etinilestradiol en el sistema de fotobiorreactores de

tratamiento

Tabla 13
Concentraciones de los residuos de Etinilestradiol en muestras de agua residual

tratadas con microalga Chlorella sp.

Cadigo Prom. Desv. Chlorella sp.
Tto. (mg LY Estandar (mL LY
To 4,05 0,01 0

Toep) 3,89 0,01 0
Ti6r1 0,38 0,04 200
Ti7rs 0,17 0,02 300
Tisrz 1,06 0,005 100
Tiors 1,06 0,005 100
Taor2 0,95 0,14 200
Tair1 1,32 0,005 100
Tazr2 0,13 0,005 300
Tasr1 0,12 0,023 300
Tasrs 0,91 0,125 200

En los tratamientos de control To y To), no se afiadio la microalgas Chlorella sp., con la
finalidad de determinar si existe 0 no remocién por condiciones de degradacion natural
del etinilestradiol en presencia del agua residual; considerando dos periodos de monitoreo
a tiempo cero y posterior a cinco dias. Los resultados, tal como se muestran en la Tabla
12, evidencian gque no existe proceso de degradacion alguna; ayudando a entender que las
mediaciones de las microalgas son fundamentales en el proceso de remocion. Que estos
valores no fluctiien de manera lejana a 4 mg L™, puede deberse a que el etinilestradiol

como compuesto quimico, al no haber sido sujetos a tratamiento no presenta remocion.

Como sefialan Mackulak et al. (2019) esto es debido a que las plantas de tratamiento de
aguas residuales no pueden degradar eficazmente los productos farmacéuticos, los
medicamentos y sus metabolitos modernos y eliminar los microorganismos resistentes a
los antibioticos, estos compuestos se encuentran en el efluente de la planta de tratamiento
de aguas residuales y/o se absorben en el lodo, se convierten en abono y posteriormente

se aplican en la agricultura.

50



Al respecto Jun et al. (2017) evidenciaron en su investigacion, que en los tratamientos de
control existe una nula degradacion, debido a que no estuvieron sometidos a ningudn tipo

de tratamiento.

Tejedor (2021) sefiala que los procesos de biotransformacion consisten en la
transformacion a compuestos mas hidrosolubles que puedan ser excretados producto de
una reaccién quimica en el organismo; pero que en general, sin presencia de un estimulo,

no ocurre.

Ruksrithong & Phattarapattamawong (2019) en su investigacion “Mecanismos de
eliminacion de estrona y 173-estradiol por cultivo de microalgas: cinética y eliminacion”;
encontraron que los controles de la investigacion, presentaron nula remocion de

estrégenos.

Los demés tratamientos sometidos a la biomasa fresca de Chlorella sp., presentaron
remocion de etinilestradiol. De manera general se puede manifestar que la presencia de
microalgas Chlorella sp., son determinantes en los procesos de degradacion. En relacion
a esto, Jun et al. (2017) sefiala que la biomasa de microalgas Chlorella, tienen la
capacidad de tolerar medios hostiles (haciendo referencia a la concentracion de

etinilestradiol igual a 5 mg L), presentando una muy buena condicion de eliminacion.

Asimismo, se hace necesario, sefialar que existen hallazgos que demuestran que no solo
algunas bacterias especificas pueden degradar los estrogenos, sino que también las
microalgas que viven ampliamente pueden degradar estos contaminantes emergentes, lo
que sugiere que las microalgas podrian ser un tratamiento avanzado en los sistemas de
tratamiento de aguas residuales para facilitar la eliminacion de nutrientes y estrogenos
(Wang et al., 2019).

Los contaminantes emergentes, son subproductos de agregados cuyos vertidos pueden
generar problemas sanitarios y ambientales que ain no ha sido identificados de manera
amplia y ni han sido regulado de una manera suficiente; son considerados como
contaminantes no persistentes necesariamente, pero presentan caracteristicas como
poseer un alto nivel de solubilidad en agua, siendo capaces de introducirse en cualesquiera

de las etapas del ciclo del agua (iAgua, 2020).
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Determinacion de parametros fisicoquimicos en el sistema de fotobiorreactores de

tratamiento

Tabla 14

Valores promedios de parametros de campo

Oxigeno Tiempo de
Tratamiento disuelto oH Temperatura r_etepcig’m Volumen
(OD) (°C) hidraulica (L)
mg O, L (dias)
TO 8,80 7,40 18,90 5 1
TO 7,00 7,12 18,40 5 1
TO 7,40 5,50 18,70 5 1
TO(5D) 8,20 7,10 19,70 5 1
TO(5D) 7,90 7,20 18,00 5 1
TO(5D) 7,80 7,11 19,40 5 1
Taer1 16,90 7,12 23,20 5 1
Ta7rs 16,80 6,80 23,50 5 1
Tisr2 16,90 7,15 22,00 5 1
Ti9rs 16,50 7,18 22,40 5 1
Taor2 16,60 7,10 23,00 5 1
Ta1r1 16,40 7,00 22,40 5 1
Ta2r2 16,70 7,10 24,30 5 1
Tasr1 17,00 7,10 24,56 5 1
Taars 16,20 7,50 22,50 5 1
Promedio 13,10 7,03 21,40 5 1

Nota: Valores promedios en el periodo de tiempo que duro el experimento.

La Tabla 13, muestra los valores de oxigeno disuelto promedios, presentes en el sistema

de tratamiento. En el tratamiento TO y TO(5D) se aprecia que los valores de OD son los

mas bajos debido a que son caracteristicas de las aguas residuales, sin presencia de

microalgas u organismos que favorezcan su proceso de oxigenacion. Al respecto la

DIGESA (2020) sefiala que la presencia de oxigeno en el agua se debe a la disolucién del

oxigeno atmosférico y a que una pequefia cantidad se debe a su formacién durante la

fotosintesis principalmente de algas; pudiendo encontrarse en valores de concentracion

que oscilan entre 7,03 mg L™ a 14,74 mg L™ de acuerdo a la temperatura y pH, como

condiciones esenciales.



Asimismo, se sefiala que, por lo general, las aguas residuales en las plantas de tratamiento
para vertidos domésticos, el pardmetro de oxigeno disuelto, se presente en valores que
varien entre 8 mg L y 16 mg L™; teniendo en cuenta el punto de monitoreo, presencia
de microrganismos que favorezcan procesos de oxigenacion, entre otros procesos de

degradacion (Lozano, 2020).

Los demas tratamientos experimentales fueron sometidos a oxigenacion permanente con
la intencion de que las microalgas Chlorella sp., no precipiten, ni se adhieran en las
paredes del fotobiorreactor y se encuentren activas en el proceso de remocion de
etinilestradiol.

Neilson & Lewin (2020) sefialan que los procesos de adsorcion se comportan como una
etapa inicial en la biodegradacién que sufren los contaminantes; por otro lado, la
biodegradacion de contaminantes farmaceuticos por el uso de microalgas puede tener
relacion de manera directa por la presencia de los metabolitos heterotrofos; o mediante la
accion de enzimas extracelulares. En relacion a ello, Mufioz y Guleysse (2018) sefiala que
de un modo indirecto los contaminantes pueden ser degradados por el incremento del
oxigeno disuelto en el agua, debido a procesos mediados por la fotosintesis por la
alteracion del pH, o en algunos casos por la simbiosis establecida mediadas por las

bacterias.

Respecto a los valores promedios de temperatura del tratamiento TO y TO(5D),
perteneciente al testigo; se evidencio temperaturas que van entre 18,00y 19,70 °C; debido
a que la temperatura promedio en las aguas residuales, son proximas a estos valores
(Castillo, 2017).

Los valores de temperatura promedio presentes en los tratamientos experimentales; varian
entre 22,00 y 24,56. Representando los mas 6ptimos los tratamientos Ti7rs, T22re, Ta2r1
(Correspondientes a la densidad poblacional de microalgas Chlorella sp., de 300 mg L?)
siendo estos tratamientos en donde se evidencié una mayor remocién de etinilestradiol.
Al respecto Huang et al. (2019) sefialan que mantener una temperatura de 24°C en los
tratamientos experimentales, facilitan el crecimiento de las algas, lo cual a su vez favorece
la eficiencia de remocidn de estrogenos. Por otro lado, Park et al. (2019) manifiesta que
es ineludible implantar un intervalo de 6ptima temperatura, entre 16 y 27 °C, para que la

tasa de crecimiento de microalgas Chlorella sp., sea elevada.
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Asimismo, Huang et al. (2019) sefialan que en tratamientos con temperatura de 25°C
facilita el crecimiento de las algas, lo cual tiene un impacto directo sobre la bioadsorcion

de los contaminantes estrogénicos.

Sobre los valores de pH, el tratamiento TO y TO(5D), presentan valores que van desde
5,50 a 7,40; pudiendo deberse a las caracteristicas mas resaltantes de las aguas residuales;
al respecto Yafez (2018) sefiala que el pH en las aguas residuales puede variar desde 3,5
a 7,0 segun la estacionalidad.

Los tratamientos experimentales; presentan valores aproximados que oscilan entre 6,8 a
7,50; pudiendo deberse a las reacciones existentes entre las aguas residuales, el
contaminante (etinilestradiol) y las microalgas Chlorella sp.

Estos valores de pH son considerados como Gptimos para el proceso de crecimiento y
desarrollo de las microalgas Chlorella sp.; tal y como lo menciona Huang et al. (2019) en
su investigacion: “Efectos ecotoxicologicos y eliminacion de 17B-estradiol en algas
Chlorella”, cuando el pH es igual a 5,0 0 9,0; el crecimiento de Chlorella no es el mas
optimo; eligiéndose valores optimos de pH entre 7,0 + 0,2. Asimismo, Ruksrithong &
Phattarapattamawong (2019) en su investigacion “Mecanismos de eliminacion de estrona
y 17B-estradiol por cultivo de microalgas: cinética y eliminacion”; sefialan que en
situaciones necesarias, los rangos de pH deben ser ajustados entre 6,8 — 7,0; a fin de

promover una remocion eficiente de etinilestradiol, que vayan desde un 52% a 99%.
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Efecto de la densidad poblacional de Chlorella sp., en la remocion de etinilestradiol

Tabla 15

Concentraciones de los promedios de residuos de Etinilestradiol en muestras de agua

residual tratadas con microalgas Chlorella sp. inicial y final.

Concentracion

Concentracion

ﬁgg;?fa Promedio + DS Promedio + DS
Inicial (mg L) final (mg L)

To 4,048 £ 0,0111 3,895 +0,0144
T16R1 4,048 £ 0,0111 0,376 + 0,0336
T17R3 4,048 £ 0,0111 0,167+ 0,0106
T18R2 4,048 £ 0,0111 1,057 £ 0,0055
T19R3 4,048 £ 0,0111 1,058 + 0,0050
T20R2 4,048 £ 0,0111 0,947+ 0,1439
T21R1 4,048 £ 0,0111 1,315 £ 0,0048
T22R2 4,048 £ 0,0111 0,128 + 0,0051
T23R1 4,048 £ 0,0111 0,116 + 0,0239
T24R3 4,048 £ 0,0111 0,907 + 0,1248

Figura 7

Concentraciones de los promedios de residuos de Etinilestradiol en muestras de agua

residual tratadas con microalgas Chlorella sp. inicial y final.
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Tabla 16
Concentracion del promedio de residuo de Etinilestradiol en muestras de agua residual
tratadas con microalgas Chlorella sp. (100 mL L%, 200 mL L y 300 mL L) inicial y

final

Cadigo Chlorella Concentracion Promedio  Desviacion ~ Reduccion (%)
' -1 -1 - .. .
Muestra (mL LY (mg L™) (mg L) Estandar Etinilestradiol
To 0 4,048 4,048 0,0111

To5D 0 3,895 3,895 0,0144
T18R2 100 1,057
T19R3 100 1,058 1,143 0,1486 70,65
T21R1 100 1,315
T16R1 200 0,376
T20R2 200 0,947 0,743 0,3186 80,92
T24R3 200 0,907
T17R3 300 0,167
T22R2 300 0,128 0,137 0,0266 96,49
T23R1 300 0,116

Figura 8

Concentracion del promedio de residuo de Etinilestradiol en muestras de agua residual
tratadas con microalgas Chlorella sp. (100 mL L?, 200 mL L y 300 mL L) inicial y

final
4500 4.048 4.048 4.048 4.048
4000 3.895422209
3.500
3.000
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2.000
1500 143221809
1.000 7433521
0.500 136782904
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Los valores obtenidos en los tratamientos Tigr2, T19rs, T21r1; presentan una remocion
promedio de etinilestradiol de 70,65% aproximadamente; pudiendo estar relacionada a la
baja densidad poblacional de microalgas Chlorella sp., sometidos a 100 mL de biomasa
fresca de Chlorella sp., la cual alcanzé una densidad poblacional promedio de 3,1x10° cel
mL? y a una concentracion de 4 mgL™ de etinilestradiol. Se evidencia una remocién
mayor al 50%, superando las expectativas; siendo la explicacion mas viable al hecho, el
proceso de oxigenacidn, correcta iluminacion y control de temperatura. En relacion a ello,
Huang et al. (2019) sefialan que mantener controlado dichos pardmetros en los
tratamientos experimentales, facilitan el crecimiento de las algas, lo cual a su vez favorece

la eficiencia de remocidn de estrogenos.

Al respecto, Hom et al. (2021) en su estudio: “Rendimiento de un fotobiorreactor de
microalgas para el tratamiento de aguas residuales de inodoros: Eliminacion de
compuestos farmacéuticamente activos y recoleccion de biomasa”, sefialan que puede
existir valores de remocion de estrogenos en porcentajes que van desde el 30 a 57%,
pudiendo corresponder a procesos iniciales de arranque en el tratamiento; esto debido al

proceso de aclimatacion de la microalgas en presencia del contaminante).

Por otro lado, Ruksrithong & Phattarapattamawong (2019) sefialan que en
concentraciones de 100 mg L™ peso seco de microalgas, se promueve remocion de
estrégeno sintético en un promedio que va de 52% a 99%; siendo el principal mecanismo

de eliminacion de estrona y 17p-estradiol la biodegradacion.

Es fundamental considerar que la eliminacion de etinilestradiol, es atribuible a los
procesos de autotrofia, fijacion y biotransformacion de carbono por presencia de
microalgas; se observa que las eficiencias de remocion por Chlorella oscilan entre 65%
y 92% respectivamente después de 10 dias de contacto. Los efectos ecotoxicoldgicos
evidenciados dependen de la concentracién de contaminante y del tiempo transcurrido,
presentdndose pigmentacion fotosintética en la Chlorella y algunos dafios oxidativos
(Huang et al., 2019).

Los valores obtenidos en los tratamientos Tier1, T2orz, T24r3; presentan una remocion
promedio de etinilestradiol de 80,92%; pudiendo deberse a la concentracion de
etinilestradiol (4 mg L) y a la medicion de mayor densidad poblacional de biomasa

fresca de Chlorella sp (200 mg L™?), representado por 4,0x10° cel mL™. Al haber un
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incremento de densidad poblacional, la remocion del etinilestradiol incremento, en

relacion a la primera concentracion poblacional.

En atencion a ello; Hena et al. (2020) justifican que la remocion de contaminantes
farmacéuticos de caracter estrogenos sintéticos, pueden presentar porcentajes de
remocion entre 67 a 97%, influidos por microalgas en densidades poblaciones
significativas, llevando a cabo tres importantes fases, como: La rapida adsorcion, debido
a las interacciones fisicoquimicas entre los contaminantes y la pared celular, seguido por
la transferencia de caracter lento de moléculas a través de la pared celular., y finalmente

terminado como bioacumulacion o ambas.

Asimismo, tenemos lo mencionado por Huang et al. (2019) quienes precintan que en su
investigacion “Efectos ecotoxicologicos y eliminacion de 17p-estradiol en algas
Chlorella”, se observo en experimentos de laboratorio, los efectos ecotoxicologicos y los
métodos de eliminacion de 17B-estradiol en presencia de algas Chlorella; en porcentajes
que van desde el 65% a 92%, después de los diez dias de contacto, en condiciones de

mayor densidad poblacional de algas.

Por otro lado, tenemos las aseveraciones de Ruksrithong & Phattarapattamawong (2019),
quienes sefialan que estos procesos de remocion de estrégenos, puede deberse a
mecanismo de biodegradacion, o procesos de adsorcion (Esta dltima representando un
valor minoritario). Tal y como sefiala Wang et al. (2019) sobre la degradacion del
estrégeno en lugar de la mera absorcion o adsorcidén por microalgas; siendo estos procesos
de importancia para recomendar que las microalgas podrian ser un tratamiento avanzado

de aguas residuales para eliminar nutrientes y estrégenos.

Para los tratamientos Tizrs, Tazrz, Tosr1; Se evidencio una remocion promedio de
etinilestradiol de 96,49%, pudiendo deberse a la mayor abundancia de la densidad
poblacional de biomasa fresca de Chlorella sp (300 mgL ), misma que alcanz6 4,9x10°

cel mL™; representando la mayor eficiencia encontrada.

Este nivel de remocion, puede deberse a los procesos de biodegradacion, los cuales se
ven facilitados por las condiciones 6ptimas de crecimiento y desarrollo de las microalgas.
Al respecto, Neilson & Lewin (2020) sefialan que los procesos de adsorcion parecen ser

una etapa previa a la biodegradacion de algunos contaminantes; por otro lado, la
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biodegradacion de estrogenos por medio de microalgas tiene lugar de forma directa por

los metabolitos heterétrofos; o mediante la accidon de enzimas extracelulares.

En relacion a ello, Vassalle et al. (2020) en su investigacion “;Se pueden utilizar
estanques de algas de alta velocidad como postratamiento de reactores UASB, para
eliminar los microcontaminantes?”; sefialan que en tratamientos con caudales continuos
de flujo constante y masa algal abundante; se puede evidenciar remocién de estrogeno E2
en valores porcentuales mayores a 85. Por otro lado, tenemos las aseveraciones hechas
por Huang et al. (2019) en su investigacion: “Efectos ecotoxicoldgicos y eliminacion de
17p-estradiol en algas Chlorella”, quienes observaron en experimentos de laboratorio, los
efectos ecotoxicoldgicos y las técnicas de remocidn de 17p-estradiol en disposicion de
algas Chlorella; utilizando masa de alga seca en suspension; sefialando que, en periodos
de 45 dias de tratamiento, la eliminacion de E2, se debe a los procesos de autotrdfia,
fijacion y transformacion de carbono por presencia de microalgas; evidenciandose

eficiencias de remocion por Chlorella de 65% y 92%.

Parladé et al. (2018) en su investigacion: “Efectos de las condiciones de cultivo sobre la
eliminacion de B-estradiol en fotobiorreactores de laboratorio y planta piloto por un
consorcio de algas y bacterias que trata aguas residuales urbanas”; sefialan que cuando
existen condiciones Optimas para el desarrollo y crecimiento de la microalga, la
eliminacion del contaminante es casi completa; presentando eficiencias mayores o
cercanas a 93,75%. Por otro lado, sefialan que los ensayos de bioaumentacion
demostraron que el ingreso de biomasa adicional dio como resultado una mayor remocion

general, lo cual disminuye el rendimiento por mg de biomasa.

Por otro lado; Kumar et al. (2020) sefialan que el uso de microalgas representa un
tratamiento eficaz para la biorremediacidn de los residuos organicos; simbolizando una
tecnologia rentable y sostenible para la economia biocircular si se alimentan de corrientes
de desechos de otros subprocesos. Ademas, la biomasa de algas puede contener
metabolitos de alto valor, incluidos acidos grasos omega-3, pigmentos, aminoacidos y
alto contenido de azucar. Por lo tanto, después de la extraccion de compuestos de alto
valor, la biomasa residual puede convertirse directamente en energia mediante
transformacion termoquimica o puede utilizarse para producir biocombustibles mediante

fermentacion bioldgica o transesterificacion” (Shahid et al., 2020).

59


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/bioaugmentation

Tenemos también lo mencionado por Norvill et al. (2019), quienes indican que los
procesos de adsorcion/absorcion y biodegradacion son los principales mecanismos de
eliminacion de los estrdgenos; estos procesos dependen en gran magnitud de la estructura
del compuesto presente (hidrofobicidad y grupos funcionales disponibles), de la especie
de microalgas que ejercera accion como adsorbente/absorbente y de las condiciones

ambientales (pH y temperatura).

Como sefialan Hena et al. (2020), estos productos farmacéuticos son microcontaminantes
que, incluso en dosis bajas, puede inducir efectos fisiologicos en humanos y otros
organismos del medio ambiente. Su estructura estable resiste la desintegracion y
consecuentemente induce a una mayor persistencia en el medio ambiente; por lo tanto,
permanece biolégicamente activo; representando una preocupacion para las

caracteristicas ambientales.

Al respecto, Hom et al. (2019) menciona que los tratamientos actuales de aguas residuales
no son suficientes para eliminar alguno de estos contaminantes; representando un grave
problema, sumado a esto que no estan reglamentados en ninguna normativa; es por ello
que, las hormonas esteroides y sus andlogos estructurales constituyen una preocupacion
ambiental critica. Estos ‘“estrégenos ambientales” pueden poner en peligro la
reproduccion y desarrollo de la fauna acuética, incluso a concentraciones muy bajas

(nanogramos por litro) (Ayala, 2017).

Igualmente, Khan et al. (2020) citan, que los productos farmacéuticos estan surgiendo
como una importante fuente de contaminacion en el ambiente. Observando que efluentes
hospitalarios tiene una eminente cantidad de residuos de tipo quimicos como antibioticos,
desinfectantes y otros residuos de tratamientos; los efluentes farmacéuticos se
caracterizan por ser bioactivos y se ha determinado que su existencia en el medio
ambiente es perjudicial para el agua, los microorganismos acuaticos y para los seres

humanos.

De JesUs (2020) manifiesta que la concentracion en el ambiente de contaminantes
emergentes; se debe especialmente por la disposicion de las aguas residuales
municipales. La presencia de estos contaminantes, a pesar de no ser significativa en
términos de concentracion, simbolizan un riesgo potencial para la salud. Se sabe que

pueden generar interferencia el sistema endocrino y también se sospecha que pueden tener
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incidencia en otras condiciones como céncer, problemas de desarrollo neurolégico, entre
otras. Los contaminantes emergentes se pueden catalogar en dos principales grupos, que
son productos farmacéuticos y de cuidado personal (PPCP) y disruptores endocrinos
quimicos (EDC). Se ha descubierto que los tratamientos de aguas residuales son sistemas
convencionales son ineficaces para eliminar la mayoria de los contaminantes emergentes,
por lo que se necesitan tratamientos de tipo avanzados para reducir su concentracion en

los efluentes de aguas residuales.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

Se determind una concentracion de 0,0034 mg L de entinilestradiol en el efluente de la

planta de tratamiento de agua residual de Celendin, Cajamarca, Peru, 2021 — 2022,

Se determind la remocion del etinilestradiol en el sistema de fotobiorreactores de
tratamiento; evidencidndose nula degradacion en los controles debido a que no estuvieron
sometidos a las microalgas Chlorella sp., en relacién a los tratamientos con microalgas

Chlorella sp., la remocion se present6 en 82,68% promedio.

Se determind una concentracion de 7,00; 17,00 y 13,10 mg O, L™ minimo, maximo y
promedio de oxigeno disuelto respectivamente. Los valores maximos son en donde fueron
sometidos a aireacion constante, facilitando los procesos de remocion de etinilestradiol,
evitando que se precipiten o adhieran las microalgas a las paredes del fotobiorreactor. La
temperatura optima vario entre 22,00 y 24, 55 °C; valores de pH que oscilaron entre 6,8
a 7,50 y tiempo de retencién de 5 dias; los cuales facilitaron el crecimiento de las

microalgas.

El efecto de la densidad poblacional de Chlorella sp en la remocidn de etinilestradiol del
efluente de la planta de tratamiento de agua residual de Celendin, Cajamarca, Pera, 2021
— 2022; es directamente proporcional. A mayor concentracién de Chlorella sp., mayor
remocion de etinilestradiol. A una concentracion de 300 mg L, logré remover 96,49%
de etinilestradiol; a 200 mg L™ removié 80,92% y a 100 mg L™ de Chlorella sp., un
70,65%.
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CAPITULO VII

ANEXOS

Figura 9

Recoleccion del agua residual

Nota. Efluente de la PTAR - Celendin
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Figura 10

Instalacién del experimento

Nota. Se afiadio agua residual a las probetas iniciando el experimento

Figura 11
Verificacion del sistema de aireacion

Nota. Se instald el sistema de aireacion.
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Figura 12

Dilucion del etinilestradiol con metanol

Nota. 4 mg de etinilestradiol + 1mL de metanol

Figura 13
Adicion del etinilestradiol diluido a cada fotobiorreactor

Nota. Una vez diluido el etinilestradiol se afiadié a cada fotobiorreactor experimental.
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Figura 14

Preparacion de muestra para envio al laboratorio

Nota. Phy OD

Figura 15
Filtrado del sobrenadante posterior al centrifugado

Nota. Se extrajo 4 mL de sobrenadante
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Figura 16

Adicién de 1mL de metanol

Nota. Al sobrenadante, se adiciond 1 ml de metanol (Previamente filtrado)

Figura 17
Agitacion de las muestras

Nota. Se agit6d suavemente la muestra a fin de homogenizarla.
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Figura 18
Muestras listas para envio

Nota. Se rotularon las muestras para ser enviadas al laboratorio.

Figura 19
Diferencias en el color — probetas del experimento
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Nota. A los diez dias de tratamiento, se evidencié cambios en la coloracién de las

microalgas.
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Figura 20

Microalga Chlorella sp.

Nota. Vista de la microalga Chlorella sp., mediante microscopio

Figura 21

Preparacion del agua acidificada para el cromatografo
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Nota. Preparacion de agua acidificada en el laboratorio de la Universidad Peruana

Cayetano Heredia — Dr. Ledn Villegas.
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Figura 22
Filtrado al vacio de acetonitrilo y metanol para cromatografo
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Nota. Insumos de la fase mévil del cromatégrafo

Figura 23
Cromatograma del estandar de Etinilestradiol
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Nota. Analisis de linealidad
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Figura 24
Cromatograma del blanco, agua residual sin enriquecer con solucion de estandar de

Etinilestradiol
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Nota. Analisis de recuperacion

Figura 25

Cromatograma - muestra de agua residual enriquecidas con Etinilestradiol 4,25 ug mL"
1
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Nota. Analisis de recuperacion
Los cromatogramas de los diferentes tratamientos se muestran a continuacion:
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Figura 26

Cromatograma de la muestra T18: Agua residual con 100 mL L de microalgas

Chlorella sp + 4 mg Etinilestradiol Litro™
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Figura 27

Cromatograma de la muestra T19: Agua residual con 100 mL L de microalgas

Chlorella sp + 4 mg Etinilestradiol Litro™
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Figura 28
Cromatograma de la muestra T21: Agua residual con 100 mL L de microalgas
Chlorella sp + 4 mg Etinilestradiol Litro™
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Figura 29

Cromatograma de la muestra T16: Agua residual con 200 mL L de microalgas

Chlorella sp + 4 mg Etinilestradiol Litro™
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Figura 30
Cromatograma de la muestra T20: Agua residual con 200 mL L de microalga Chlorella

sp + 4 mg Etinilestradiol Litro™
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Figura 31
Cromatograma de la muestra T24: Agua residual con 200 mL L de microalgas

Chlorella sp + 4 mg Etinilestradiol Litro™
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Figura 32
Cromatograma de la muestra T17: Agua residual con 300 mL L™ de microalgas
Chlorella sp + 4 mg Etinilestradiol Litro™

DADT A, Sig=280 4 Ref=360,100 [ETESTRAC2022\ETSTRA2022 2022:06:26 12-11-4422290900000320)
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Figura 33
Cromatograma de la muestra T22: Agua residual con 300 mL L de microalgas

Chlorella sp + 4 mg Etinilestradiol Litro™
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Figura 34
Cromatograma de la muestra T23: Agua residual con 300 mL L™ de microalgas

Chlorella sp + 4 mg Etinilestradiol Litro™
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Figura 35
Certificado de andlisis del etinilestradiol — Sigma Aldrich

SIGMA-ALDRICH P————

3050 Spruce Street, Saint Louis, MO 63103, USA
Website: www._sigmaaldrich.com

Email USA: techserv@sial.com

Outside USA: eurtechserv@sial.com

Product Name: Certificate of Analysis

17a-Ethynylestradiol - 298%

Product Number: E4876

Batch Number: WXBC9894V

Brand: SIGMA f
CAS Number: 57-63-6 e
Formula: C20H2402

Formula Weight: 296.41 AMU

Quality Release Date: 26 APR 2019

Test Specification Result

Appearance (Colour) White to Off-White White
Appearance (Form) Powder Powder
Solubility (Colour) Colorless to Faint Yellow Coloriess
Solubility (Turbidity) Clear Clear
50 mg/ml, BOH
M 2.01 - 2.10 2.08
2.01 to 2.10 at Lambda Max of 281 TO 282
nm, in BOH
Wavetength 281 - 282 NM 281 NM
Purity (HPLC) > 98 % 100 %

e

Steven Chen, Manager
Quality Control
Wuxi, China CN

Nota. Producto certificado.
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Figura 36

Cotizacion de muestras

:E UNIVERSIDAD PERUANA

i

~ i CAYETANO HEREDIA

ROLLEL

Servicio de Control de Calidad
COTIZACION N° P009-2021

Lima, 02 de febrero del 2021
Senore(s):

EISNER CASTILLO
Ingeniero Ambiental

Presente.- e-mail: ewcastillo21@gmail.com

De mi consideracion:

Es grato dirigirme a usted. en atencion a su solicitud; a fin de remitirle los costos y requerimientos de
analisis solicitados para sus productos:

» ACETOMINOFEN Y ETINILESTRADIOL

|
ANALISIS B | sTae TOTAL S, TIEMPO
10 dias
e Determinacién Cuantitativa de Acetaminofen (HPLC) 200.00 120 24,000 + IGV después de
e Determinacion Cuantitativa de Etinllestradiol (HPLC) 200.00 120 24,000 + IGV recibida la
muestra

Nota . El costo indicado corresponde por cada “muestra”, lote y/o presentacion
Los tiempos indicados son dias habiles

Requerimiento : Cantidad de muestra: 20 mL por muestra

Forma de Pago : Por Adelantado
Cta, Cte. Banco de Crédito  (S/.) 191-0657346-0-57 (Depdsito o Transferencia Bancaria)
Cta. Cte. Banco de la Nacién (S/.) 00000808556 {Paga de Detracciones — 12 %)
Cheque a nombre de: UNIVERSIDAD PERUANA CAYETANO HEREDIA

A la espera de vernos favorecidos con su eleccion a fin de brindarle nuestro servicio, queda de usted.

Atentamente,

En caso de aceptacion sirvase remitir la
cotizacion “sellada y firmada” (validez 30 dias)

UNIVERSIDAD ACREDITADA INTERNACIONALMENTE CON MENCION ESPECIAL EN INVESTIGACION
Av. Honorio Delgado N° 430. Urb. Ingenieria, San Martin de Porres / P.O. Box 4314, Lima 100
Directo: (511) 382-0321 / Central: (511) 319-0000 anexos: 233223 0 233224
e-mail: control calidad@oficinas-upch.pe ( leon yillegas@upch.pe
Pagina Web: www. upch.pe

Nota. Muestras de etinilestradiol.
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Tabla 17
Prueba de normalidad de eficiencia de remocion de etinilestradiol

Kolmogorov-Smirnov®  Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig.  Estadistico gl Sig.

Eficiencia  remocion  de 0,244 9 0,131 0,857 9 0,089
etinilestradiol

Estadistico

de Levene gll gl2  Sig.
Se basa en la media 8,04 2 6 0,06
. Se basa en la mediana 0,62 2 6 0,57
Eficiencia Seb | di |
remocién de e tasda en la mediana y con g 0,62 2 2993 0,50
etinilestradiol ustado
Se basa en la media recortada 6,49 2 6 0,03

HO: La eficiencia de remocion de etinilestradiol se distribuye de forma normal

H1: La eficiencia de remocion de etinilestradiol no se distribuye de forma normal

Con un nivel de significancia de 0,06 (Pvalor>0,05) no podemos rechazar la hipotesis
nula, por lo tanto, la eficiencia de remocion de etinilestradiol tuvo una distribucién normal
y cumplimos con el primer supuesto de normalidad de la variable dependiente (eficiencia

de remocion de etinilestradiol).

Tabla 18
Prueba de homogeneidad de la eficiencia de remocidn de etinilestradiol de F de Levene

Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 1,541 2 0,771 18,576 0,003
Dentro de grupos 0,249 6 0,041
Total 1,790 8

HO: La densidad poblacional de Chlorella sp., tiene varianza homogénea

H1: La densidad poblacional de Chlorella sp., tiene varianza diferentes
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Con un nivel de significancia de 0,06 (Pvalor>0,05) no podemos rechazar la hipotesis
nula, por lo tanto, la densidad poblacional de Chlorella sp., tiene varianzas iguales, se
cumple el segundo supuesto para usar el ANOVA.

Tabla 19

Anélisis de varianza (ANOVA) de eficiencia de remocion de etinilestradiol

Intervalo de confianza

() Repetipic’)n del  Diferencia de Desv. Sig. _ al 95% _

tratamiento medias (I-J) Error Limite Limite
inferior superior

R1 R2 0,40000 0,16631 0,115 -0,1103 0,9103
R3 1,00667" 0,16631 0,002  0,4964 1,5170

R2 R1 -0,40000 0,16631 0,115 -0,9103 0,1103
R3 ,60667" 0,16631 0,025  0,0964 1,1170

R3 R1 -1,00667" 0,16631 0,002 -1,5170 -0,4964
R2 -,60667" 0,16631 0,025 -1,1170 -0,0964

* 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.

Con un nivel de significancia de 0,025 (Pvalor>0,05) se rechaza la hip6tesis nula, por lo
tanto, acepta la hipdtesis alternativa; o sea que, las medias de la densidad poblacional de

Chlorella sp., son distintas.

Tabla 20
Prueba de Tukey

Subconjunto para alfa = 0,05

Repeticién del tratamiento N

1 2
R3 3 1,1467
R2 3 0,7467
R1 3 0,1400
Sig. 1,000 0,115

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos
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Tabla 21

Prueba de variaciéon de medias

Valido 3
Perdidos 0
R1 Media 0,1400
Minimo 0,12
Maximo 0,17
N Valido 3
Perdidos 0
R2 Media 0,7467
Minimo 0,38
Maximo 0,95
N Véliéo 3
Perdidos 0
R3 Media 1,1467
Minimo 1,06
Méaximo 1,32

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 mg L de etinilestradiol 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.
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Tabla 22

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 0,261 2 6 0,778
Se basa en la mediana 0,048 2 6 0,953
Remocion de Se basa en la mediana
etinilestradiol y con gl ajustado 0,048 2 5826 0,953
Se basa en la media
recortada 0,230 2 6 0,801
Suma de Media .
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 0,023 2 0,011 0,039 0,962
Dentro de 1,768 6 0,295
grupos
Total 1, 8
o Intervalo de
() Adiccion de ) ]
) Diferencia de Desv. _ confianza al 95%
Densidad _ Sig. __ __
) medias (I-J) Error Limite Limite
Poblacional o _
inferior superior
100 200 -0,10667 0,44317 0,969 -1,4664 1,2531
300 -0,10667 0,44317 0,969 -1,4664 1,2531
200 100 0,10667 0,44317 0,969 -1,2531 1,4664
300 0,00000 0,44317 1,000 -1,3598 1,3598
300 100 0,10667 0,44317 0,969 -1,2531 1,4664
200 0,00000 0,44317 1,000 -1,3598 1,3598
o ) Subconjunto para alfa
Adiccion de Densidad =0.05
X N :
Poblacional
1
100 3 0,6067
200 3 0,7133
300 3 0,7133
Sig. 0,969

Propuesta técnica de tratamiento con la aplicacion de microlagas Chlorella sp.,

para la remocion de etinilestradiol en aguas residuales
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I.  Introduccion

El uso de las microalgas Chlorella sp., demuestra una directa relacion en la remocion de
contaminantes organicos e inorganicos. En la investigacion, se evidencidé una remocion
de 82,68% en promedio de etinilestradiol; dicha remocion mediada por procesos
controlados como nutrientes, aireacion, iluminacioén, monitoreo de temperatura y tiempo
de retencién, en presencia de la microalga Chlorella sp. Si planteamos como decision
técnica replicar el tratamiento en condiciones reales, la sugerencia fundamental radica en
acoplarla dentro del sistema de tratamiento de aguas residuales convencionales; en la
etapa de biodegradacion influida por microalgas. Partiendo de una adecuada aclimatacion
de las cepas, verificacion de los niveles de concentracion de contaminantes y nutrientes
(Nitrégeno, Fosforo y Potasio) que facilmente pueden ser encontrados en las aguas
residuales. Al respecto Jun et al. (2017) sefiala que las microalgas Chlorella sp., son
tolerantes en gran medida a ambientes hostiles, pero es recomendable brindarle las

condiciones necesarias, a fin de no provocar estrés y terminar en inhibicion.

Una de las caracteristicas de la microalga Chlorella sp., es su crecimiento exponencial,
lo cual coadyuva a la remocidn de contaminantes estrogénicos. La preocupacion radicaria,
en qué hacer con la microalga posterior al proceso de tratamiento. Debido a la importante
cantidad de biomasa que se produce, se ve necesaria la correcta gestion para que suponga
un aspecto benéfico y no una limitacion al momento de implementar tratamiento con
microalgas. Una alternativa es la digestion anaerobia de la biomasa para producir biogas
junto con los sistemas convencionales utilizados en la linea de depuracion de lodos en
una Planta de Tratamiento de Aguas Residuales; sin perder la mision de mejorar la
biodegradabilidad.

Dependiendo de la especie y las condiciones de cultivo, las microalgas tienen una
produccién de biomasa rapida en comparacion con otros cultivos energéticos y debido a
su alto contenido de grasa y aceite, son una alternativa disefiada para producir biodiesel
y azlcares fermentables y hacerlos viables para la mineria y produccion de bioetanol.
Ademas, la extraccion de lipidos produce residuos gue contienen nitrogeno y fosforo, que
pueden ser reutilizados como sustrato para microalgas y procesados por fermentacion
anaerdbica para producir metano, lo que contribuye al equilibrio econémico del proceso
de biorrefineria (Castillo et al., 2017).
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Il.  Objetivos
2.1. Objetivo general
- Elaborar una propuesta técnica de tratamiento con aplicacion de microalgas

Chlorella sp., para remocidn de etinilestradiol en aguas residuales.

2.2. Objetivos especificos

- Describir la realidad problemética de la presencia de etinilestradiol en las
aguas residuales.

- Describir las principales aplicaciones de la microalga Chlorella sp., como
biotecnologia.

- Estimar un probable presupuesto en la aplicacion de microalgas Chlorella sp.,

para la remocion de etinilestradiol en aguas residuales.

I1l. Desarrollo de la propuesta
La presente propuesta, Se enmarca en un proceso integral; el cual, al ser aplicado, debe
ser evaluado previamente a fin de definir y determinar las caracteristicas propias de las

aguas residuales y de los contextos sociales en el cual se incluya.

Al presentarse como un proceso integral, la aplicacion debe partir por la identificacion
estadistica de la poblacién que usa y/o consume etinilestradiol, como producto
anticonceptivo y/o tratamiento de sustitucion hormonal; ademas realizar un analisis etario
y grupo de género para cuantificar la excrecion natural del estrogeno. Esta etapa previa,
es fundamental como parte de la planificacion del trabajo y ser conscientes de las fugas
y/o pérdidas hacia otras fuentes de agua, que muchas veces no son dotadoras del afluente
de un sistema de tratamiento de aguas residuales. Con esta informacion, se tendra la
capacidad establecer y/o proponer métodos de regulacion en su uso y normativas que
permitan un tratamiento adecuado; esto por los niveles de afectacion que suponen en

condiciones de cuerpo receptor a los microorganismos que coexisten en ellos.

3.1. Propuesta normativa

El etinilestradiol, como analogo sintético del estradiol; representa uno de los

contaminantes emergentes necesarios de ser vigilados; debido a las evidencias

teorizadas sobre los efectos que supone en las condiciones de cuerpo receptor y por

ende a los organismos que en el habitan. A nivel europeo, se cuenta con regulacion

normativa para efluentes provenientes de vertidos hospitalarios en el cual se
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incluyen macronutrientes comunes y microcontaminates como farmacos, agentes
de diagnostico y desinfectantes. A nivel nacional, en el macro de monitoreo,
evaluacion, vigilancia y fiscalizacién, contamos con el Decreto Supremo N°003-
2010-MINAM, por el cual se aprueban los Limites Maximos Permisibles para
efluentes de Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales domésticas; regulando
siete parametros (Aceites y grasas, coliformes termotolerantes, DBO, DQO, pH,
solidos totales en suspensién y temperatura), no encontrandose regulacion para

farmacos.

El valor permisible de este estrogeno sintético presente en aguas corresponde a
0,001 ug L (Directiva 2000/60/CE); la teoria sefiala que estos “estrogenos
ambientales” pueden poner en peligro la reproduccion y desarrollo de la fauna
acuatica, incluso a concentraciones muy bajas (nanogramos por litro) (Ayala,
2017).

Como parte de la investigacion se determind una concentracion de 0,0034 mg L™,
representando un problema para las condiciones ambientales del recurso hidrico,
microorganismos y poblacion que se podria abastecer de agua para actividades de
riego, bebida de animales o de consumo humano. Por tanto, el aspecto normativo
en cuanto a la regulacion de vertidos de este tipo, es el principal punto de partida
para el disefio y aplicacion de propuestas ambientales que coadyuven a la proteccion
de la calidad de vida de las poblaciones; puesto que, representan un referente
obligatorio que permitan garantizar el efectivo ejercicio de los derechos y el
cumplimiento de las obligaciones y responsabilidades en materia ambiental. Esto
supondrd determinar nuevos niveles de calidad, aplicando el principio de
gradualidad, permitiendo ajustes progresivos a dichos niveles para las actividades
gue suponen una generacion de los mismos, contar con valores permisibles y
tratamientos que conduzcan a la eficiencia. Amparados en las obligaciones del
Estado peruano, el cual esta facultado para estableces niveles de gestion ambiental,
prioridades de desarrollo y salud publica; que favorezcan y optimicen la calidad
ambiental; mismos que se sustentan en normativas internacionales y sustentos
técnico — cientificos a fin de evitar procesos de contaminacion, degradacién y/o

fragmentacion del ambiente.
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3.2. Propuesta de tratamiento

Las microalgas poseen una capacidad remediadora que consiste en la eliminacion
0 biotransformacion de contaminantes de un medio liquido o gaseoso. Estos
compuestos contaminantes son captados por la biomasa algal y pueden ser
recuperados mediante su cosecha. Esta capacidad resulta en un sistema de cultivo
con dos propdsitos: eliminacion de contaminantes y produccion de biomasa con
fines comerciales. Ambos objetivos dependen del sistema de cultivo, la o las
especies cultivadas y los factores ambientales.

La utilizacion de medios contaminados en el cultivo impacta directamente en los
costos de produccién. La eleccion del tipo de sistema de cultivo es importante, y
debe realizarse en base a factores bioldgicos, técnicos, ambientales y econdmicos,
definidos previamente. La produccion de biomasa de microalgas ha proporcionado
una amplia gama de productos biotecnologicos con usos en la industria alimenticia,
salud y medicina humana, alimentacion animal, compuestos organicos Yy

biocombustibles.

En los afios 60, se inicio el uso de microalgas para el tratamiento de aguas
residuales; sin embargo, en la actualidad ain no se ha podido implementar como un
sistema a escala industrial; debido a que es necesario solventar ciertas limitaciones
que impiden alcanzar la eficiencia de los sistemas de tratamiento convencional; es
por ello que, actualmente, no se puede plantear el uso de microalgas como un
sistema de tratamiento por si solo, sino como una etapa dentro del sistema de
tratamiento en una PTAR, muchas veces como tratamiento secundario o como
terciario, permitiendo cumplir con los limites de vertimiento, asi como la
eliminacion de contaminantes emergentes; el hecho de que las microalgas puedan
ser cultivadas en agua residual se basa en la similitud de la composicion del agua
residual con los nutrientes ineludibles para el desarrollo de las microalgas, siendo

estos principalmente carbon, nitrogeno y fosforo (Gomez et al., 2021).

El uso de microalgas elimina de manera eficiente la mayoria de los productos
farmacéuticos, con tasas de eliminacion de 40-60%, que surgen de procesos como
bioadsorcion y bioacumulacion a la biomasa de microalgas, representando una

buena tecnologia verde, de bajo costo y mas sostenible (Garcia et al., 2020).
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Como propuesta, se sugiere implementar una laguna facultativa en la cual se cultive
microalgas Chlorella sp., se le brinde las condiciones necesarias para su
crecimiento y desarrollo, garantizando procesos de remocidon de contaminantes
emergentes y otros que son caracteristicos de las aguas residuales. Con la
implementacion de lagunas facultativas, serd posible generar consorcios
microbianos presentes en los mucilagos de las microalgas; facilitando los procesos
de remocion, mediados a través de la estabilizacion de materia organica, siendo una
caracteristica importante para favorecer la relacion simbidtica de los

microorganismos.

3.3. Propuesta de recuperacion de microalgas posterior a su uso
La produccion de biocombustibles, utilizando microalgas, como una gran promesa
de suministro energético enfrenta muchos desafios para ser econdémicamente

competitivo.

El proceso de recuperacion de microalgas tiene una serie de ventajas: la produccion
primaria es controlable en el laboratorio, altamente escalable, posee balance
energético muy positivo, captura y recicla CO, para aumentar su tasa de
crecimiento y proporcionar la capacidad de modificar su composicidén bioquimica
a través de la modificacion de la composicion de su medio de cultivo, no requiere
grandes areas para el cultivo extensivo, no compiten con la seguridad alimentaria,
no dependen de insumos agricolas ni pesticidas, no contamina el suelo ni afluentes

de agua.

En general, la produccion de biocombustibles se puede clasificar en 2 grandes
grupos: por conversion termoquimica y por conversidn bioquimica. EIl primer grupo
consiste en la descomposicion térmica de la biomasa para producir productos
combustibles e involucra las técnicas de: gasificacion para produccion de gas de
sintesis; licuefaccién termoquimica para produccion de bioaceite; pirdlisis para
bioaceite, gas de sintesis y carbon vegetal; y combustion directa para produccion
de electricidad. La conversién bioquimica en cambio consiste en la degradacion
biologica de la biomasa a través de reacciones quimicas y bioldgicas asociadas a
procesos metabdlicos de microorganismos, e involucra las técnicas de digestion

anaerobia para produccién de biogas; fermentacion alcohdlica para producir etanol,
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y la produccién fotobioldgica para produccién de hidrogeno (Hernandez y Labbé,
2021).

En comparacion con el diesel de petroleo, el diesel de microalgas tiene una
reduccién de hasta un 78% en emision de CO.. Ademas, es econdmica Yy
tecnoldgicamente mejor que la produccién de biodiesel a partir de muchas especies
vegetales terrestres por requerir menor superficie terrestre para obtener mayor
biomasa (Brennan & Owende 2020). Otra de las opciones técnicas, es producir
biofertilizantes y bioestimulantes para uso agricola, debido al alto contenido de
nitrogeno en la biomasa; previo a ello, serd necesario un tratamiento de hidrolisis
enzimatica para liberar compuestos y estabilizar la biomasa para su uso comercial.
Ademas de proporcionar nutrientes la biomasa de microalgas es una fuente de
fitohormonas y estimulantes de crecimiento, por lo que la biomasa tiene un alto

valor agricola (Escarpada, 2017).

Asimismo, es viable pensar en la instalacion de camaras de microalgas como parte

del proceso de tratamiento o fotobiorreactores.

- Céamaras de algas: Como sistemas adaptados para las pequefias escalas de
produccién. Se caracterizan por ser cultivos de algas escalares, en donde el
volumen del cultivo va en constante aumento. En las camaras de algas, el
control de la temperatura se hace por medio de la combinacion de termostatos
y calefactores, mientras la luz, que siempre es artificial, llega por medio de
tubos fluorescentes, con el fin de distribuirse de forma homogénea, emitiendo
bajas cantidades de luz.

- Fotobiorreactores: La tarea del fotobiorreactor es maximizar las condiciones
necesarias para el crecimiento 6ptimo de las microalgas, condiciones que
reducen la contaminacién y las pérdidas de CO,. Dependiendo del tipo de
construccion, los fotobiorreactores pueden ser planos o tubulares,
horizontales, verticales, inclinados (verticales), serpentines o multiples. Si el
modo de operacion es el de referencia, pueden ser operados por aire 0 bombas,

reactores monofasicos o reactores bifasicos.

Por ultimo, teniendo en cuenta lo anterior, las microalgas han cobrado importancia

en diversos campos de produccidn. Asi, entonces, las microalgas han comenzado a
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VI.

ser relevantes en la acuicultura, en los biocombustibles, en estudios sobre

contaminacion, en las mareas rojas, en la productividad acuatica, entre otros.

Conclusiones

Se elabor6 una propuesta técnica de tratamiento con aplicacion de microalgas

Chlorella sp., para remocion de etinilestradiol en aguas residuales; presentandose

como una alternativa técnica, econémica y ambientalmente sostenible.

Se describi6 la realidad problematica de la presencia de etinilestradiol en las aguas

residuales, advirtiéndose como sefiala la teoria un problema ambiental emergente.

Se describi6 las principales aplicaciones de la microalga Chlorella sp., como

biotecnologia; en la remocion de contaminantes emergentes, produccion de

alimentos, medicamentos y biocombustibles.

- Se estimo un probable presupuesto en la aplicacion de microalgas Chlorella
sp., para la remocion de etinilestradiol en aguas residuales; presentandose

como una alternativa viable.

Recomendaciones

Generar informacion respecto a los niveles de emisidn de contaminantes
estrogenitos en aguas residuales, identificar sus rutas de ingreso y sus principales
consecuencias en las condicionantes ambientales, como un estudio especifico, el
cual requiere de asegurar presupuesto para su implementacion.

Implementar el uso de microalgas Chlorella sp., dentro del sistema de tratamiento
convencional de las aguas residuales; a fin de coadyuvar con los procesos de
tratamiento secundarios.

Regular normativas a nivel nacional que permitan tener un control y vigilancia de
farmacos u otro tipo de contaminantes emergentes en cuerpos hidricos; partiendo

por la regulacion del principio precautorio y responsabilidad ambiental.
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