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Resumen

El presente trabajo evalud la capacidad de biorremediacion de Chlorella sp. en aguas
residuales provenientes de Cayambe, mediante la inoculacién de tres concentraciones: 0,001; 0,005
y 0,01 g/L en 2 L de muestras con tres repeticiones por tratamiento, ademas de un grupo control
de biorreactores, a los que se suministrd oxigeno y fotoperiodo constante durante 26 dias. Se
monitored diariamente la cinética de crecimiento con camara de Neubauer de cada unidad
experimental, por otra parte, se examind semanalmente la conductividad y pH; asi como la
degradacion de fosfatos, nitratos y amoniaco mediante espectrofotometria. Por dltimo, se realizo
un andlisis inicial y final de DBO e indicadores microbioldgicos. El ensayo determin6 que la mejor
concentracion fue C3 con una remocion de 34,68; 84,58 y 95,81 % de nitratos, fosfatos y amoniaco
respectivamente. La disminucion de DBO fue de 87,8 %, mientras que la eliminacion de bacterias
alcanzd un promedio del 99 %. En cuanto al pH, los valores iniciales de 6,504 ascendieron a 9 en
todos los tratamientos; mientras que la conductividad se mantuvo entre un rango de 284 y 285
mS/cm. En conclusion, la capacidad de remocion de contaminantes y patégenos de las aguas
residuales esta directamente relacionada con la concentracion del indculo de Chlorella sp., siendo
mas que una alternativa, una necesidad para alcanzar los limites permisibles: 50 mg/L de DBOs,
10 mg/L de fosfatos, 10 mg/L de nitratos, 10mg/L de amoniaco y un rango de pH entre 5-9; acorde
con la Legislacion.

Palabras clave: microalgas; biotecnologia; contaminacién de aguas; ficorremediacion.



Abstract

This study evaluated the bioremediation capability of Chlorella sp. in wastewater from
Cayambe, by inoculating three different concentrations: 0,001; 0,005, and 0,01 g/L in 2 L. Every
treatment had three replications and a general control group. Bioreactors were supplied with
oxygen and constant photoperiod for 26 days. All the treatments were monitored daily in a
Neubauer chamber to follow the growth kinetics. pH was examined weekly, as well as the
phosphates, nitrates, and ammonia degradation by spectrophotometry. Finally, BOD and
microbiological indicators were analyzed at the beginning and the end of the experiment. The
investigation determined that the best concentration was C3 with the removal of 34,68; 84,58 and
95,81 % of nitrates, phosphates, and ammonia respectively. The decrease in BOD was 87.8 %,
while the removal of bacteria reached an average of 99 %. As for pH, the initial values of 6,504
ascended to 9 in all treatments, while conductivity remained between a range of 284 and 285
mS/cm. To conclude, the removal capacity of pollutants and pathogens from wastewater is directly
related to the concentration of the Chlorella sp. inoculum, being more than an alternative, a
necessity to reach the permissible limits: 50 mg/L of BODS5, 10 mg/L of phosphates, 10 mg/L of
nitrates, 10mg/L of ammonia and a pH range between 5-9; under the Legislation.

Key words: microalgae, biotechnology; water pollution; phycoremediation.
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1 Introduccion

La contaminacion del agua es uno de los problemas ambientales de mayor preocupacion
mundial, puesto que es uno de los recursos naturales mas vulnerables en este aspecto. Dentro de
las fuentes de contaminacion se tienen dos: fuente puntual o identificable (como escorrentias y
lixiviados de vertederos) y fuente difusa o no identificable (como areas de escorrentia urbana sin
alcantarillado) (Singh & Gupta, 2017).

Con la urbanizacién e industrializacién, la contaminacion de las fuentes de agua dulce se
ha visto incrementadas, donde, de acuerdo con Kilig (2021) “se registra que entre el 75 y el 80 %
de la contaminacion del agua es causada por las aguas residuales domésticas”. Esto teniendo en
cuenta que la mayoria de estas no reciben ningun tratamiento previo al vertido en rios aledafios, lo
que representa una amenaza de seguridad que atenta contra el 80 % de la poblacién mundial (Owa,
2013).

En Ecuador, el abastecimiento de agua importa mas en cantidad que en calidad y esto se ve
reflejado en la limitada inversién econdmica destinada al sostenimiento de las fuentes primarias de
este recurso natural, motivo por el cual la remediacién de los cuerpos de agua contaminados ha
sido minima o inexistente (Terneus & Yanez, 2018). El problema de la escasez de agua en ciertas
zonas del pais incentiva, principalmente, a agricultores y ganaderos a recurrir a la reutilizacion de
aguas residuales desechadas a los cuerpos acuiferos aledafios, 1o que representa una amenaza tanto
para la flora y fauna en contacto con estas, asi como para la poblacién en general (Motevalli et al.,
2015).

La implementacion de tratamientos de aguas residuales previo a su eliminacion se origina
de la necesidad de reducir o eliminar compuestos organicos complejos que dan lugar a gases
malolientes, microorganismos patdgenos y compuestos toxicos que pueden afectar la existencia de
los seres vivos a través del ciclo del agua. Ademas, se debe tener en cuenta que, si una gran cantidad
de materia organica se vierte en un rio o cuerpo de agua, consumira el oxigeno disuelto para
satisfacer la demanda bioquimica de oxigeno (DBO) vy, por lo tanto, agotara el oxigeno disuelto
causando la muerte de peces y deméas organismos vivos. Asi como la presencia de nutrientes
indeseables que pueden estimular el crecimiento de algas causando eutrofizacion (Topare et al.,
2011). Por esto es necesario tomar medidas urgentes para el cuidado de este recurso, puesto que es

indispensable para la existencia y supervivencia de los seres vivos (Ramos, 2016).



El canton Cayambe cuenta con un crecimiento en su poblacién que da un total de 85,795
personas debido a la creciente actividad floricola en el sector (INEC, 2010), esto ha generado un
aumento en el uso del alcantarillado publico y la contaminacion generada de los vertidos a los
cauces naturales de rios.

En el diagnostico de aguas residuales de Cayambe, elaborado por Navarro & Costa (2003)
se menciona que los vertidos hacia el rio Yasnan- Pulamarin carecen de tratamiento previo
suficiente para la contaminacion difusa de estos, puesto que el alcantarillado sanitario solo se
encuentra en la parte central de la zona urbana, mientras que el resto desemboca en acequias
aledafias.

Actualmente, el saneamiento del canton esta a cargo de la Empresa Pablica Municipal de
Agua Potable, Alcantarillado y Aseo de Cayambe, donde se usan tanques Imhoff previo al vertido
(EMAPAAC EP, 2021). En mayor detalle, este tratamiento primario consiste en un disefio de dos
pisos en donde, como primer paso, se utiliza la fuerza de gravedad para separar sélidos de las aguas
residuales (sedimentacion primaria), para luego degradarlos mediante digestion anaerobia en una
camara localizada en la parte inferior de la estructura (digestion por lodos sedimentados) (Stauffer
& Spuhler, 2014). Como en el caso de Cayambe, estos son utilizados por comunidades pequefias
de alrededor de 8000 personas o 1300 hogares, con flujos de aguas residuales que oscilan los 950
m3/dia (Eawag, 2014).

Si bien, los tratamientos primarios de aguas residuales son Utiles para reducir patdgenos y
algunos compuestos toxicos, los efluentes obtenidos contienen subproductos de desinfeccion que
ponen en riesgo la salud cuando se utilizan como suministro de agua potable (Krasner, 2009); por
este motivo, agencias reguladoras y sociedades profesionales han sugerido el desarrollo de
alternativas asequibles y sostenibles con base en nuevas tecnologias. Entre las alternativas con
menos impacto ambiental para pequefias comunidades, surgen los sistemas basados en algas (Garfi
et al., 2017), debido a que poseen la capacidad de remover nitrégeno y fosforo (principales
contaminantes en aguas negras) utilizandolos como nutrientes para su desarrollo (Romero et al.,
2018), siendo Chlorella uno de los mas grandes referentes en biorremediacion.

Todo lo anterior mencionado converge a la siguiente pregunta: ;De qué manera Chlorella
sp. influye en el proceso de biorremediacién de aguas residuales provenientes de las descargas

hacia el rio Yasnan-Pulamarin del cantdn Cayambe-Ecuador? Interrogante que se pretende



responder mediante el objetivo de evaluar la capacidad de biorremediacion de aguas residuales
urbanas provenientes de las descargas hacia el rio Yasnan-Pulamarin del cantén Cayambe-Ecuador
mediante el uso de Chlorella sp. y sustentado en los siguientes objetivos especificos:
» Caracterizar los contaminantes como nitratos, fosfatos, amoniaco y DBOs presentes en
muestras de aguas tomadas de las descargas en el sector las Violetas en Cayambe mediante
analisis fisicos y quimicos.
» Monitorear la cinética de crecimiento de Chlorella sp. mediante conteo celular en los
diferentes tratamientos.
« Identificar el mejor tratamiento de Chlorella sp. de acuerdo con el grado de remocién de
contaminantes presentes en las muestras de aguas residuales a escala de laboratorio

mediante fotobiorreactores.



2 Marco teorico

2.1 Distribucion del agua en Ecuador

En Ecuador el ineficiente uso de los recursos hidricos, generan un desperdicio del 40 % por
la alta demanda y carencia de cultura del agua por parte de los ecuatorianos. La cantidad anual
promedio de agua disponible en el pais es de 241,048.61 Hm?® (Campos, 2016); en la region costa
el consumo per capita es de 282 L/hab.d (litros por habitante por dia), mientras que en la sierra, es
de 204 L/hab.d con un promedio de 237 L/hab.d. Comparando estas cifras con el consumo
promedio en Sudamérica (169 I/hab./d), se cataloga al Ecuador como el pais con mayor consumo
per cépita del recurso hidrico (SENAGUA, 2016).

2.1.1 Tipos de contaminacion

Los cuerpos de agua reciben contaminacion de diversas fuentes gque varian tanto en
volumen como en intensidad; existiendo una mezcla entre materiales inorganicos y organicos
naturales, asi como compuestos hechos por el ser humano. Alrededor de % del carbono orgénico
en las aguas residuales estan presentes como carbohidratos, grasas, proteinas, aminoacidos y acidos
volatiles. Los constituyentes inorganicos incluyen grandes concentraciones de sodio, calcio,
potasio, magnesio, cloro, azufre, fosfato, bicarbonato, sales de amonio y metales pesados (Ni Aung
& Myo Swe, 2019).Los cuerpos de agua reciben contaminacion de diversas fuentes que varian
tanto en volumen como en intensidad; existiendo una mezcla entre materiales inorgéanicos y
organicos naturales, asi como compuestos hechos por el ser humano. Alrededor de % del carbono
organico en las aguas residuales estan presentes como carbohidratos, grasas, proteinas,
aminoéacidos y acidos volatiles. Los constituyentes inorganicos incluyen grandes concentraciones
de sodio, calcio, potasio, magnesio, cloro, azufre, fosfato, bicarbonato, sales de amonio y metales
pesados (Ni Aung & Myo Swe, 2019). Y las diferentes fuentes de contaminantes incluyen: descarga
de aguas residuales sin tratar o tratadas de pueblos y aldeas; descarga de plantas manufactureras o
industriales; escorrentia de tierras agricolas; y lixiviados de sitios de disposicion de residuos
solidos, estos sitios de contaminacion tienen problemas por lo que se busca una solucion (Hantke,
2012). El uso humano de los recursos hidricos es una de las causas directas de impacto en el ciclo
del agua, en donde la apropiacion de este equivale a la mitad de la descarga total global de los rios
(Abbott et al., 2019).



2.1.2 Métodos para el tratamiento de aguas residuales

En Latinoamérica, el tratamiento de aguas residuales en zonas rurales se basa en tecnologias
tradicionales como fosas sépticas, y en areas urbanas, lodos activados con el objetivo de erradicar
suspensiones solidas y reducir la DBO (Proafio & Gualoto, 2018). En cualquiera de los dos casos,
los sistemas resultan insuficientes en el cumplimiento de las normativas bajo las cuales fueron
desarrollados, lo que implica una pérdida de la inversion pablica y un fracaso en la eliminacion de

microcontaminantes y nutrientes inorganicos.

Los tratamientos para aguas residuales urbanas operan en tres diferentes niveles. A nivel
primario el objetivo es eliminar sedimentos y materiales similares que resultarian problematicos en
etapas posteriores; a nivel secundario, el enfoque esta en degradar la materia organica presente
(Rambabu et al., 2020), en donde el efluente resultante es rico en nitrégeno y fésforo, que a su vez
son los principales causantes de la eutrofizacion; ademas de la existencia de metales pesados que
incrementan la contaminacion ambiental a largo plazo (Rathod, 2015). Finalmente, en un nivel
terciario, los tratamientos empleados estan enfocados en la reduccidn progresiva de nitratos,
fosfatos y materia organica con el fin de liberar una descarga inocua a los cuerpos de agua (Briick
et al., 2019). Las fases implementadas en la eliminacién de contaminantes dependeran
exclusivamente de la empresa gestora a cargo y el contexto tanto social como econdmico, ademas

del grado del compromiso ambiental para con los recursos hidricos (Zinicovscaia & Cepoi, 2016).

2.1.3 Situacion de las aguas residuales en Cayambe

La Unidad de Planificacion del Municipio de Cayambe ha declarado que los vertidos
procedentes del alcantarillado publico y pluvial desembocan de manera directa al cauce natural del
rio Yasnan, que se origina a la una altura de 3900 msnm, lo que provoca una contaminacion difusa
en el recurso destinado hacia la agricultura y pastos de consumo ganadero (Navarro & Costa, 2003).
El Plan Maestro de Agua Potable y Saneamiento atribuye esto a los inconvenientes que el sistema
de alcantarillado de Cayambe posee (Churuchumbi, 2020); entre los principales se encuentra la
falta de mantenimiento y operacion que las plantas de tratamiento reciben, puesto que los lodos
acumulados no son procesados y el sistema de alcantarillado no esta disefiado para aguas sanitarias

y fluviales.



2.1.3.1 Tratamiento primario

Un tanque Imhoff es una estructura disefiada para proporcionar un tratamiento primario a
las aguas residuales y consiste en un tanque de sedimentacion con piso conico de pendiente
pronunciada, que descansa sobre un digestor de lodos. Los solidos suspendidos ingresan a la
camara de sedimentacién y caen a través de una pequefia abertura hacia la cadmara de
almacenamiento y digestion de lodos. A su vez, esta eliminacién de sélidos también reduce la
demanda de oxigeno de las aguas residuales; una vez que los sélidos eliminados estabilizan
anaerébicamente gracias a reacciones quimicas y microbioldgicas hasta que la camara se llene,
entonces es posible vaciarla por gravedad mediante valvulas ubicadas en el fondo de los tanques
(Mikelonis, 2010). El inconveniente de las tecnologias es que a menudo se presentan ineficiencias

con fracciones de nitrogeno y fosforo totales presentes en el efluente tratado (Yamashita, 2014).

2.1.3.2 Tratamiento secundario

Los sistemas de remediacion de aguas residuales con algas han evolucionado desde la
década de 1950 y se contintian usando en la actualidad debido a la significativa reduccién del costo
del servicio publico y la huella de carbono (Ansa et al., 2015), siendo, ademéas mas amigable con
el ambiente frente a las plantas convencionales con lodos, que poseen un impacto de 2 a 5 veces
mayor (Garfi et al., 2017). Entonces, la ficorremediacion ofrece una alternativa prometedora en el
tratamiento de aguas residuales debido a su alta tasa de crecimiento en este medio adverso, en
donde puede asimilar nutrientes organicos e inorganicos (Martinez et al., 2017) y, al mismo tiempo,
generar biomasa de alto potencial (Mohsenpour & Gutiérrez, 2021) como coproducto que puede
generar ingresos orientados hacia el aporte de la economia circular de los flujos de residuos
(Catone, & Ulgiati, 2021).

2.2 Calidad del agua

Esta determinada por las cualidades fisicoquimicas y bioldgicas naturales o tras actividades
antropicas (Baeza, 2016), (Bhateria & Jain, 2016). De acuerdo con Hassan (2020), esta se clasifica
en cuatro tipos:

e Agua potable: es segura para beber, posee sabor agradable y es cominmente usada

con fines domésticos.



e Agua apetecible: Es estéticamente agradable y presenta productos quimicos que no

significan una amenaza para la salud humana.

e Agua contaminada: Posee sustancias fisicas, quimicas, biologicas y/o radioactivas

que imposibilitan su uso doméstico y no son seguras para beber.

e Agua infectada: Presenta organismos patégenos que imposibilitan su uso por

representar un riesgo para la salud.

2.2.1 Parametros

Estan clasificados en fisicos, quimicos y bioldgicos, como se observa en la siguiente tabla:

Tabla 1.

Parametros de la calidad de agua

Pardmetros para medir la calidad de agua

No. Fisicos
1 Turbidez
2 Temperatura
3 Color
4 Sabor y olor
5 Sélidos
6 Conductividad eléctrica
7
8
9
10
11
12
13
14

Quimicos Bioldgicos
pH Bacterias
Acidez Algas
Alcalinidad Virus
Cloro Protozoarios

Cloro residual

Sulfatos

Nitrégeno

Dureza

Oxigeno disuelto

Demanda Bioguimica de oxigeno
(DBO)

Demanda Quimica de Oxigeno
(DQO)

Sustancias inorganicas toxicas
Sustancias organicas toxicas
Sustancias radioactivas

Fuente: (Hassan, 2020)

Los mas utilizados se describen a continuacion:



2.2.1.1 Potencial de hidrégeno (pH)

Se define como el logaritmo negativo de la concentracion de hidronios (ecuacion 1),
siendo el resultado un nimero adimensional que muestra la acidez o basicidad de una solucién o
del agua (Campanella et al., 2016); si es acida, presentara iones de hidrégeno (H™) extra, mientras

que, si es basica, contendra iones de hidroxilo extra (OH") (Spellman, 2017).

Ecuacion 1. Férmula para calcular el pH de una solucion

pH = —log[H"]

Fuente: (Helmenstine, 2021)

El pH tiene una escala que varia entre 0 y 14, donde 7 es el punto medio o neutro en donde
se encuentra el agua pura a 25 °C. Valores inferiores a 7 muestran acidez, mientras que los
superiores indican basicidad (Roberts et al., 2007). El agua potable destinada a usos domésticos
y para salvaguardar a los organismos vivos, se encuentra en un intervalo entre 6,5y 8,5 (World
Health Organization, 2011).

2.2.1.2 Conductividad eléctrica

Es uno de los parametros por excelencia para determinar la viabilidad de agua de riego,
ya que se puede medir la corriente eléctrica de iones conductores por la presencia de materia
inorganica como cloruros, carbonatos, sulfuros y sales disueltas (Genau & Selektiv, 2019), (el
agua pura no es buena conductora eléctrica). Su unidad en el Sistema Internacional es el
miliSiemens/m (mS/m) (Pacheco & Landa de Saa, 2016).

2.2.1.3 Demanda Bioguimica de Oxigeno

La presencia de microorganismos en los cuerpos de agua permite la degradacién de la
materia organica y consumo de oxigeno disuelto, que, si no es reemplazado de forma continua,
natural o artificialmente, pondra en riesgo toda la vida alrededor (Lorenzo et al., 2018). Y es
precisamente a esto a lo que se denomina: demanda biogquimica de oxigeno (DBO), presentando

una relacion proporcional: a mayor presencia de materia organica en el agua, mayor DBO usada



por microbios existira; siendo este el caso de las aguas residuales fuertes, mientras que las débiles,
presentaran una baja DBO. (Kiel et al., 2011).

Cabe mencionar que una descomposicion completa de la materia organica ocurre
usualmente en el dia 20 en circunstancias normales, presentandose entonces la DBO final, que
consiste en una cantidad de oxigeno utilizado en un volumen especifico de agua para degradar

todas las sustancias organicas (Lorenzo et al., 2018).

2.2.1.4 Demanda Quimica de Oxigeno

Este parametro es el encargado de medir el nimero de compuestos organicos, tanto los
biodegradables como los que no lo son, mediante oxidantes quimicos fuertes tales como: dicromato
de potasio (K2Cr.07), acido sulfurico (H2SO.) y elevadas temperaturas (Hassan, 2020). En
contraste con el analisis de DBO, que tradicionalmente requiere de minimo 5 dias, el de DQO posee

un disefio en el que se obtiene resultados en horas (Hu & d Grasso, 2005).

2.2.1.5 Nitratos, Fosfatos y Amoniaco

La presencia de contaminantes en los cuerpos de agua, se atribuyen principalmente a
actividades antrépicas, que han sido la principal causa de deterioro progresivo de este recurso
natural (Diaz & Granada, 2018). Entre los compuestos prevalentes, destacan: nitratos, fosfatos y
amoniaco, procedentes en mayor medida de fertilizantes y quimicos de uso tanto agricola como
domeéstico, siendo este el caso del nitrato de amonio (NHsNO3) (Grizzetti et al., 2011), (Rao, 2014).

Los nitratos son el resultado de la descomposicién de compuestos nitrogenados tales como
Urea y proteinas, ademas de encontrarse naturalmente en algunos suelos (Keeton, 2011). Mientras
que el fosforo interviene de manera indispensable en la formacion y/o composicion de
biomoléculas como ADN, ARN Yy fosfolipidos; ademas de procesos como la fotosintesis,
transferencia de informacion, rutas metabdlicas y generacion/ almacenamiento de energia (Q. Wu
et al., 2021)

2.2.1.6 Indicadores biologicos

Se basa en la presencia o ausencia de organismos vivos y son de las herramientas mas Utiles

para determinar la calidad del agua, puesto que en esta puede existir una gran diversidad, que



mientras mas equilibrada esté, mas saludable se considerara el sistema (Authman, 2015). Existen
microorganismos con capacidad de desarrollarse en ambientes adversos, como contaminantes
especificos, lo que los convierte en indicadores de estos (F. Ramirez et al., 2015). Asi mismo, los
presentes en el cuerpo humano, sobre todo los de la flora intestinal, aunque resultan en su mayoria
inofensivos, también pueden poner en riesgo la vida de otros seres al contaminar las aguas con
patdgenos (Gorski et al., 2019). Un ejemplo de primera mano son los adenovirus provenientes de
humanos, que se utilizan como indicadores de contaminacion fecal debido a que son altamente
resistentes a rayos UV y son detectables a lo largo del afio, a diferencia de enterovirus y norovirus,
que solamente se registran durante algunos periodos (Rames et al., 2016).

Por otro lado, las bacterias indicadoras fecales (BIF) son usadas para la deteccién de
contaminacion fecal en muestras de agua y consta de: coliformes totales, coliformes fecales, E. coli
y Streptococcus faecalis. En 2018, varios brotes relacionados a agua contaminada se presentaron,
incrementando la importancia de los analisis de calidad de agua mediante determinacion de
aerobios totales (Truitt et al., 2018); caracterizados por crecer entre 20 a 45 °C en presencia de
oxigeno, donde un recuento elevado y por sobre los limites permitidos de acuerdo con la legislacién

de cada regidn, significa un peligro inminente para la vida humana y animal (Wen et al., 2020).

2.3 Marco Legal
A continuacién, se presenta un resumen con la legislacién respecto a aguas residuales en

orden jerarquico de acuerdo con la Piramide de Kelsen (figura 1)

Piramide de Kelsen

Constitucion
Tratados y

convenios
infernacionales
Leyes organicas
Leyes ordinarias
Normas y reglamentos
Decretos y acuerdos

Ordenanzas

Figura 1. Pirdmide de Kelsen
Fuente: (Galindo, 2018)
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En el Articulo 264 numeral 4 de la Constitucion del Ecuador (2008, p. 86) establece que
entre las responsabilidades de los gobiernos municipales se encuentra la depuracion de aguas
residuales. La Organizacion de Naciones Unidas para la Agriculturay la Alimentacion (FAO)
y la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) han instituido estandares para la calidad de agua
potable y de riego, siendo la primera organizacion la mas estricta entre ambas (Abascal et al., 2022).
Tabla 2.

Estandares de agua potable y de riego

Parametro OMS FAO
Nitratos (mg/L) 50 22
Calcio (mg/L) 300
Magnesio (mg/L) 300
Sodio (mg/L) 200 69
Potasio (mg/L) 12
Sulfatos (mg/L) 250
Cloro (mg/L) 200 107
Bicarbonatos (mg/L) 91.5
Fluoruros (mg/L) 15
Conductividad (uS/cm) 2500
pH 6.5
Sélidos totales disueltos (mg/L) 600 450

Fuentes: (Misstear et al., 2017; World Health Organization, 2011)

En la misma linea de lo ya planteado en la Constitucion del Ecuador, el articulo 18, literal
“1” de la Ley Orgénica de Recursos Hidricos, Usos y Aprovechamiento del Agua, menciona
que entre las competencias y atribuciones de la Autoridad Unica del Agua, se encuentra el
establecimiento de mecanismos de control y complementariedad con los Gobiernos auténomos en
miras de cubrir con servicios publicos entre los que se encuentra la depuracién de aguas residuales
(Asamblea Nacional del Ecuador, 2015, p. 4). Asi como en la Seccion IV SERVICIOS
PUBLICOS, Art. 38 en el que se prohibe la autorizacion del uso o aprovechamiento de las aguas
residuales cuando se incumpla la normativa vigente (Asamblea Nacional del Ecuador, 2015, p. 8).

En cuanto a la Seccion 1l: OBJETIVOS DE PREVENCION Y CONTROL DE LA
CONTAMINACION DEL AGUA, en el articulo 80 define a los vertidos como las descargas no
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tratadas, en dominios hidricos publicos, haciendo hincapié en la prohibicion de estos actos
(Asamblea Nacional del Ecuador, 2015, p. 13).

Las tasas y otros cargos por vertidos seran fijadas por las diferentes municipalidades, asi
como la administracion competente de estas, en miras de la proteccion ambiental; asi lo indica el
articulo 38 de la Ley de Gestion Ambiental (Congreso Nacional, 2004, p. 7).

La Norma de Calidad Ambiental y de Descarga de Efluentes: Recurso Agua (2011) en
sus primeros capitulos pone en conocimiento del lector las definiciones clave referente a cuerpos
de agua y contaminantes de estas, asi como los diferentes criterios de calidad y limites permisibles.
De estos, se destaca la siguiente tabla con una adaptacion pertinente al caso:

Tabla 3.

Limites de descarga a un cuerpo de agua dulce

Limite maximo

Parametros Expresado como Unidad .
permisible
Coliformes totales NMP NMP/100 ml Remocion>al 99,9 %
Demanda Bioquimica de
i . DBOs mg/I 50,0
Oxigeno (5 dias)
Demanda Quimica de
. DQO mg/l 100,0
Oxigeno
Fosforo Total P mg/I 10,0
Nitrégeno amoniacal NHs mg/l 10,0
Potencial de hidrégeno pH 5-9
Nitratos N mg/I 10

Fuente: (TULMAS, 2011, pp. 45-47)

2.4  Generalidades de las microalgas

Las microalgas son organismos unicelulares de alrededor de 8105 especies (Voznesenskiy
et al., 2018), donde mas del 50 % son marinas y alrededor del 40 % habitan en agua dulce (de Luca
et al., 2019), aunque también existen en habitats terrestres y subaéreas que incluyen el suelo y
corteza (Metsoviti et al., 2019); con tamafios que van de pocos a cientos de micrometros
(Venkatesan et al., 2015). EI 99 % de las especies aisladas pertenecen a Chlorophyceae,
Bacillariphyceae, Chrysohyceae, Euglenophyceae, entre otros; y se presume que faltan muchas por
afiadir a las bases de datos (Ghosh et al., 2016).
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La evolucion de estos organismos les ha permitido adaptarse facilmente a una gran variedad
de entornos y gracias a esto, desarrollar una diversidad genética colosal (Hildebrand et al., 2013)
que ha dado paso a la explotacion de compuestos bioactivos tales como acidos grasos, carotenoides,
pectinas, aminoacidos semejantes a micosporinas, ficobilinas, entre otros (Leu & Boussiba, 2014).
Aunqgue un limitado nimero de microalgas puede desarrollarse de forma heterétrofa y sin luz,

semejante a las bacterias, la mayoria son fotosintéticas obligatoriamente (Su, 2021).

2.4.1 Clasificacion
De acuerdo con la abundancia en la naturaleza (Venkatesan et al., 2015), se destacan las

siguientes clases:

2.4.1.1 Procariotas

2.4.1.1.1 Cyanophyceae

Las cianobacterias son procariotas fotosintéticas que se encuentran en la mayoria, pero no
en todos, los tipos de entornos iluminados; en términos de cantidad, también se encuentran entre
los organismos mas importantes de la Tierra (Whitton, 2012). La mayoria produce el pigmento
ficobilina, ficocianina, que en concentraciones suficientemente altas deja las células de un color
azulado y es responsable del nombre popular de algas verdeazuladas. En ocasiones también se
forma un tinte rojo, la ficoeritrina. Sin embargo, existen algunos géneros, que, aunque no tienen un
color caracteristico, si producen otros pigmentos accesorios peculiares (S. Zhang & Bryant, 2011).

Su importancia radica en su utilidad como alimento para consumo humano debido a que
son una excelente fuente de proteinas y vitaminas, teniendo también compuestos bioactivos con

actividad farmacoldgica (Uzair, 2012). Una representante por excelencia es la Spirullina sp.

2.4.1.2 Eucariotas
2.4.1.2.1 Chlorophyceae

Esta clase se caracteriza por su un color verdoso presente en suelos desérticos como por
formar parte de comunidades microbi6ticas que incluyen cianobacterias y otros procariotas tales
como liquenes y hongos aliquenizados, asi como eucariotas fotosintéticos tales como diatomeas,
xantofitos y eustigmatofitos (Dorr, 2014). Su morfologia es simple, en paquetes celulares o débiles

filamentos, pero con diversos taxones que se define con cada muestreo genético y de taxones
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(Fucikova et al., 2019). Dentro de esta clase se encuentran dos clados principales: SV (compuesto
por Sphaeropleales y Volvocales) y OCC (compuesto por Oedogoniales, Chaetophorales y
Chaetopeltidales) (Tippery et al., 2012). Un ejemplo sorprendente es Haematococcus pluvialis que
se caracteriza por su capacidad de enquistarse y sobrevivir a condiciones extremas de radiacion,
concentracion salina y temperatura, ademas de ser una fuente rica en astaxantina (Niizawa et al.,
2021). Mientras que otro género destacable por su recurrente uso en estudios, incluyendo el

presente, es Chlorella.

Caracteristicas de Chlorella sp.

Chlorella sp.

Figura 2 Vista en microscopio de Chlorella sp.
Elaborado por: (Los Autores, 2022)

Las especies pertenecientes al género de Chlorella son morfolégicamente similares, pero
una manera de diferenciarlas es en su genética, su ciclo reproductivo es netamente asexual
mediante autoesporas (El-Sheekh, 2020). Tiene un tamafio inferior a 2 mm de didmetro, de aspecto
redondeado y con una invaginacion que la caracteriza (Kelaiya & Chauhan, 2018). Uno de los
factores mas importantes para su crecimiento es la luz blanca debido a que son microalgas
fototrdpicas (Delavari & Khoobkar, 2021).

El uso de Chlorella sp. ha sido muy amplia en los campos de produccion de sustancias
bioactivas como proteinas, pigmentos, sustancias farmacologicas y biocombustible gracias a su
capacidad de conservacion de radiacién solar en forma de energia, crecimiento que roza

caracteristicas exponenciales y su alta acumulacién de lipidos en su biomasa (Xu et al., 2021).
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Ademaés de ser rica en minerales y vitaminas, mejora el bienestar, la salud en general y por sus

efectos anticancerigenos, mejora el desarrollo infantil y el sistema inmunoldgico (Park, 2019).

2.4.1.2.2 Bacillariophyceae

Llamadas también Diatomeas, constituyen un conjunto de algas unicelulares de alrededor
de 20000 especies que ocupan la base de la cadena alimenticia en calidad de productores
(fitoplancton) (Falasco et al., 2009). Su caracteristica pared celular de didxido de silicio hidratado
o silice opalino varia en formas que, se presume, se remontan al periodo Jurasico y, que, en la
actualidad son utilizadas como indicadores de la calidad de agua en diferentes investigaciones

sobre el cambio climético (Prasetiya et al., 2019).

2.4.2 Metabolismo

Para comprender el metabolismo de las microalgas, es primordial partir del proceso de la
fotosintesis, y con este, la absorcion de Carbono, Nitrégeno y Fésforo. Existen dos fases que
componen la fotosintesis: en la primera se presentan las reacciones dependientes de luz, donde se
transportan las diversas moléculas mediante almacenamiento luminico; la segunda fase es
independiente de luz y es en donde ocurre la asimilacion del Carbono (Vuppaladadiyam et al.,
2018).

Las reacciones luminicas se desarrollan en los cloroplastos, especificamente en las
membranas tilacoides, donde se encuentran cinco complejos: antenas que captan luz, PS II,
citocromo b6/f, PS |y ATP sintasa (Ranglova et al., 2019), en donde, en sintesis, los electrones se
mueven en el agua hacia NADP+ gracias a la energia luminica absorbida por los pigmentos.
Posteriormente, 4 H+ resultan de la hidrdlisis y su transporte hacia las membranas tilacoides
generan ATP (Su, 2021). En otras palabras, el objetivo es generar energia potencial a partir de
energia luminica. Puesto que en la naturaleza las microalgas se exponen a periodos de luz y
oscuridad, estas han desarrollado ciclos circadianos con el fin de equilibrar sus actividades
fisioldgicas y metabdlicas, siendo la luz la sefial promotora de este proceso (Niwa et al., 2013). La
sintesis de ADN y ARN ocurren bajo estimulos luminicos, mientras que, durante la noche, se

produce la division celular (Winter, 2015).
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Por el contrario, en un ambiente de laboratorio, donde las variables son controladas, se ha
demostrado que la exposicion a luz continua evita la pérdida de biomasa algal que varia entre 1 a
22 % en periodos de oscuridad mediante la respiracion obscura en el ciclo luminoso (Edmundson
& Huesemann, 2015).

Debido a la vasta diversidad filogenética que presentan las microalgas, los metabolitos
producidos por estas resultan igual de Utiles y variados, por lo que los investigadores se han visto
en la necesidad de desarrollar la denominada ingenieria metabolica, que consiste en la aplicacion
de herramientas de transformacion gendmica especificas para cada especie de interés (Gimpel et
al., 2015). Un ejemplo de primera mano se encuentra en la produccion de biocombustibles, en
donde el enfoque de investigacion es incrementar la liberacion o produccion de lipidos,
hidrocarburos y/o alcoholes con el objetivo de lograr rendimientos mas altos y competir
econdémicamente con los combustibles fosiles (Varela et al., 2020).

Por otra parte, es menester tener presente la curva tipica de crecimiento de microalgas, en
donde se tiene las siguientes fases de acuerdo con Se-Kwon (2015):

e Fase de induccidn: es un periodo de adaptacién fisioldgica por parte de las algas, en
donde puede existir un retraso en el crecimiento celular debido al ambiente nuevo.

e [Fase exponencial: en esta etapa existe un crecimiento en funcion a una ley de tasa
exponencial de primer orden simple.

e Fase de crecimiento decreciente: en este punto, la tasa de division celular se reduce
debido a algun factor limitante como pH, luz, nutrientes, etc.

e [Fase estacionaria: aqui tanto la tasa de crecimiento como el factor limitante encuentran
un equilibrio, presentando una densidad celular constante.

e [Fase de muerte: en esta Ultima etapa, las condiciones del cultivo desfavorecen el

crecimiento sostenible y la densidad celular empieza a decrecer en gran medida.

Crecimiento en cultivo de microalgas
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Figura 3. Etapas de crecimiento en cultivo de microalgas
Fuente: (Ramirez, 2017)

2.4.2.1 Requerimientos desarrollo

Al igual que muchas otras especies, las microalgas dependen de diversos factores
fisicoquimicos para su crecimiento, entre estos destacan: la intensidad de luz, temperatura,
salinidad, concentracion de nutrientes y pH (Metsoviti et al., 2019).

La absorcion de luz especifica de cada especie, determinara el crecimiento de estas; siendo
las células de area grande las de mayor absorcion y, por ende, las que presenten mayor tasa
fotosintética (Janssen, 2016). Baidya et al., (2021) investigo el efecto que tienen diferentes tipos
de longitud de onda en el crecimiento y concentracidn de pigmentos de Chlorella ellipsoidea, en
donde LED blancas (380-750 nm), verdes (510 nm), azules (475 nm); y rojas (650 nm) fueron
puestas a prueba; obteniéndose un incremento de la produccion de lipidos y proteinas, ademas de
un tamafio y area superiores en el espectro de LED azul. Lo que sugiere que la mejor condicién
para la produccién de biomasa se encuentra en una longitud de alrededor de 475 nm.

Otra variable de suma importancia en el crecimiento de las microalgas es la temperatura,
en donde es imprescindible tener en cuenta que cada cepa posee un rango especifico en el que
alcanzara su maxima eficiencia fotosintética (Béchet et al., 2013), llegando a tolerar niveles entre
los 15 y 40 °C, sin embargo, la mayoria presenta un mejor crecimiento alrededor de los 30 °C
(Ranglova et al., 2019). Temperaturas por encima o por debajo de los requerimientos de la especie
con la que se esté trabajando, provocaran la caida del crecimiento de estas debido al descenso de

las actividades fotosintéticas (Benavides et al., 2017).
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Por otra parte, la salinidad es también un requerimiento variable de acuerdo con la cepa de
interés, misma que se ve modificada en su concentracion por la evaporacion, lluvias y
precipitacion. Existen tres formas en que las microalgas se ven afectadas por los cambios de
concentracion salina: estrés idnico, cambio en la proporcion ionica por permeabilidad de membrana
y estrés osmotico (Kumar, 2015). A pesar de lo anteriormente mencionado, cabe recalcar que
existen especies con mecanismos adaptativos frente a los cambios de concentracién salina y un
ejemplo relevante es Tetraselmis sp. que posee una eficiente bomba de Na+ que le permite cambiar
rapida y gradualmente la salinidad en un rango de 5,5 a 12 % p/v, NaCl (Mata et al., 2010).

Para la produccion de cualquier especie de microalga es importante que se cuente con una
diversidad amplia de nutrientes tales como: vitaminas, urea, nitrégeno, hierro, selenio, niquel,
cobalto, manganeso, nitrato, amonio y fosforo. Siendo estos Gltimos tres, imprescindibles (Lopez
et al.,, 2015). La mayoria depende del llamado “Mecanismo de Concentracion del Carbono”
(CCM), que sirve para concentrar el CO. mediante la ruta de fijacion de este (J. Liu et al., 2017).

Se ha demostrado, ademas, que el pH es un factor quimico clave en el desarrollo, puesto
que determina la disponibilidad de las fuentes de carbono inorganico, los nutrientes y afecta el
proceso de fotosintesis (Jin et al., 2016). Aunque el rango Gptimo varia entre especies, se ha
evidenciado que los medios de crecimiento inician a pH neutro cuando se inocula e incrementa con
el paso del tiempo debido al consumo de carbono inorganico, que empieza a transformarse en
bicarbonato, reduciendo el COz libre disponible (Hanson et al., 2014); en contraparte, un extremo
béasico dificulta la biodisponibilidad de diéxido de carbono e imposibilita el crecimiento de las
microalgas (Qiu et al., 2017). En otra instancia, Rai et al., (2015) demostré que un pH de 6 resulta
mas beneficioso si se pretende obtener una acumulacién de lipidos a gran escala, mientras que un
pH de 8 es mas rentable en demanda de CO; para el cultivo, pero presenta un menor porcentaje de
proteinas.

Los pardmetros anteriormente mencionados pueden ser regulados a escala de laboratorio

con el objetivo de mejorar el rendimiento de la cepa de interés (Mathimani et al., 2018).

2.4.3 Aislamiento y Cultivo
En la naturaleza, las microalgas suelen adaptarse a las condiciones en las que se encuentren

y gracias a esta caracteristica, los cientificos han desarrollado diversas técnicas para la mejora de
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la calidad de estas y sus productos (Liu et al., 2017). El aislamiento consiste en la basqueda en
fuentes acuaticas tales como: dulce, marinay salobre, pero existen casos en que también se pueden
encontrar en lagos de aguas termales, drenaje acido de minas y lagos de hielo. Se ha presentado,
ademas, evidencia del crecimiento de algunas cepas de microalgas en tierra, campos de radiacion
ionizante y salmuera (Ma et al., 2010); (Garcia et al., 2013); (Middleton et al., 2014).

La recoleccion de las muestras requiere equipos de proteccion tales como: guantes, anteojos
y mascara; asi como recipientes asépticos, medidor de pH y GPS para fijar los datos precisos y
consistentes (Bosch & Bingham, 2019). La identificacion de las diferentes cepas, tradicionalmente
se realiza de forma morfoldgica mediante microscopia electronica, aunque complementar esto con
diluciones seriadas, subcultivos, placas y procedimientos antibacterianos y antifingicos, son
esenciales para eliminar microorganismos no deseados (Pringsheim, 2016).

Comunmente el cultivo de microalgas se realiza en condiciones ambientales interiores o
controladas y con presencia de luz natural directa o blanca externa (Devaraja et al., 2017), siendo
las luces LED una fuente con longitud de onda especifica adecuada para el cultivo masivo en
interiores, debido a que puede convertir de manera eficiente energia eléctrica en luminica
(Pattanaik et al., 2018). La contraparte de este requerimiento radica en los elevados costos de la luz
artificial para la produccion de biomasa, siendo aproximadamente 0,12 $ kwWh/ 1 kg en peso seco;
por lo que una alternativa viable, aunque menos controlada, es el uso de luz natural (Blanken et al.,
2013).

El cultivo es costoso debido a su alta demanda de nutrientes (nitrogeno, fosfato,
oligoelementos y fuentes de carbono), pero esto puede ser reducido usando aguas residuales
municipales (Han et al., 2019). Precisamente una de las ventajas de la biomasa producida por algas
versus las plantas se debe a que las algas ofrecen un rendimiento mayor en tierras no cultivables,
asi como en la recuperacion de nutrientes en aguas residuales y un desarrollo mayor en cepas
domesticadas (Benedetti, 2018). Ademas de que las microalgas pueden exceder de 10 a 50 veces

la fotosintesis en comparacion de las plantas terrestres (Gao et al., 2018).
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2.4.3.1 Cultivo abierto

El cultivo en lagos y estanques ha sido utilizado desde 1950, convirtiéndose en un método
tradicional, pero que ha presentado varios problemas como perturbacién ambiental y

contaminacion (Venkatesan et al., 2015).

2.4.3.2 Cultivo en fotobiorreactores

Caracterizado por presentar mas ventajas que su predecesor, existiendo tres mecanismos
diferentes para llevarlo a cabo (Vuppaladadiyam et al., 2018), (Ghosh et al., 2016):

e Autotrdfico: donde la energia obtenida a partir de la luz solar ayuda a convertir materiales
inorganicos en organicos.

e Heterotrdfico: utiliza fuentes de carbono de otros organismos, ya que es incapaz de
sintetizar los propios compuestos organicos a partir de fuentes inorganicas.

e Mixotrdfica: incluye las dos formas anteriores, en donde asimila fuentes de carbono
organico de otros organismos ademas de compuestos inorganicos en presencia luminica.

Siendo este ultimo el que mejores resultados en produccion lipidica ha tenido.

2.4.4 Usos

La busqueda exhaustiva de cepas de microalgas fotosintéticas con importancia comercial
en las ultimas décadas identifico tres géneros importantes: Scenedesmus, Chlorella y
Nannochloropsis (Yun et al., 2019). El potencial que poseen estos microorganismos en el area
biotecnoldgica es inmenso ya que su produccion, asi como sus metabolitos, es muy alta (Roselet et
al., 2019). La biomasa obtenida de procesos biotecnolégicos posee un elevado potencial industrial
(figura 4), ya que puede ser recuperada y convertida en varios productos de interés econémico
destinados tanto a la salud como la alimentacion humana y animal, biocombustibles de alta
productividad e indefenso para el medio ambiente, entre otros (Katiyar et al., 2017); (Molazadeh,
2019); (Jehlik et al., 2019).
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Uso de las microalgas en la industria

Biomasa microalgal

Farmacéutic  [Nutracéutic Cosmecéutic [Combustible Fertilizante Proteémica ) Alimento
) ) o energético Tratamiento
de aguas
: " . . residuales
Anticancerig | |Suplemento | Aclarador s Mejoramien Recurso
— — - — —Biodiésel — L
eno alimenticio dérmico | todela nutricional
fertilidad del
| _Antiinflamat | |Agente Tratamiento | IBioetanol suelo | _Promotor de
orio gelificante | |para fertilidad
enfermedad Estimulante
- es dérmicas de
—Antiviral _A(.iItIVO. . —Biogas crecimiento Promotor
alimenticio tal ‘—del sistema
| _Antioxidant peseta inmune
e —
er . . Electricidad/
—Antifingico —Biocolorante “lealor _Biopesticida
|_Agente
. - idr
|_Antibacteria Rldigizats
|

Figura 4. Potenciales usos de las microalgas en diferentes industrias
Fuente: (Balasubramaniam et al., 2021)

Las microalgas tienen el potencial de satisfacer varias demandas globales, pero es necesaria
una disminucion de los costos de produccion actuales para lograr llenar la brecha entre la
productividad tedrica e industrial (Benedetti, 2018). A pesar de todos los esfuerzos en investigacion
todavia no se ha logrado una viabilidad econdmica completamente estable para aplicaciones
comerciales (Shaikh et al., 2021).

2.4.4.1 Alimentos

El interés alimenticio de las microalgas radica en sus compuestos bioactivos, que participan
directamente en la mejora de la calidad de nutricién en animales y humanos (Asadi et al., 2019),
asi como también tomando un papel prometedor en el crecimiento econdmico; un ejemplo de estos
son las ficocianinas, que se encuentran en las algas verdiazules con alrededor de $ 250 millones en
el mercado global (Ashaolu et al., 2021). La implementacion de estas en la dieta ha demostrado ser
efectiva en el tratamiento complementario de trastornos metabdlicos como Alzheimer, diabetes
tipo 2 y obesidad; gracias a su alto contenido de carotenoides y polifenoles, encontrados en

concreto en P. purpureum y N. oculata (Vieira, 2021).
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En su composicién, Chlorella posee una concentracion de 60-75 % de proteinas, 10-20 %
de grasas, minerales y vitaminas un 15 % y antioxidantes 1 % (Jehlik et al., 2019). Las especies
destinadas como suplementos alimenticios son Biddulphia sp., Nitzschia sp. y Navicula uncerta;
en concreto para pacientes con diabetes, estudiados durante la pandemia de COVID-19 (Mohamed
& Ainane, 2021). Por otra parte, y en este mismo contexto, se ha encontrado que las algas pardas
Phaeophyceae, al ser ricas en fucoidanos, poseen propiedades inmunomoduladores,
antiinflamatorias, antidiabéticas y anticancerigenas; que prometen grandes resultados para las

personas con secuelas inflamatorias sistémicas (Asanka & Herath, 2021).

2.4.4.2 Cosméticos

El término “talasoterapia” nace de la implementacion de elementos marinos en
formulaciones cosmeéticas y cosmecéuticas que tienen la capacidad de alcanzar beneficios como
mejorar la estructura, apariencia y morfologia de la piel (Mourelle & Gomez, 2017). Esto debido
a la capacidad de almacenamiento de compuestos quimicos o también llamados sustancias
bioactivas, entre los que destacan los antioxidantes, antimicrobianos, antifungicos, entre otros
(Zamani, 2021); por lo que el medio marino y en este, las microalgas, poseen un elevado potencial
para la industria cosmética (Kijjoa & Sawangwong, 2004).

Entre los ingredientes funcionales identificados a partir de algas marinas, los pigmentos
naturales han recibido especial atencidén, mismos que se clasifican en clorofilas (azul violeta y
rojo anaranjado), carotenoides y ficobiliproteinas (Pangestuti & Kim, 2011). En el caso de los
carotenoides, se han reportado alrededor de 600 tipos en la naturaleza y muy pocos se aplican
comercialmente debido a la falta de investigacion (Stoyneva-Gartner, 2020); aunque de aquellos
mas estudiados, se tiene la certeza de que su elevada capacidad antioxidante y de proteccion solar,
previene la muerte celular de la piel (Kusmita et al., 2021).

2.4.4.3 Agropecuaria

Las microalgas son usadas en la acuicultura como fuente de alimento para camarones y
pepinos de mar, ademas de la presencia de pigmentos en su composicion como la cantaxantina,
zeaxantina, astaxantina y clorofila por su accion antioxidante (Kandasamy & Shaleh, 2017). En
particular, Chlorella vulgaris ha demostrado ser un excelente reemplazo de la harina de pescado

que se utiliza cominmente en la alimentacion de camarones, esto debido a la presencia de acidos
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grasos poliinsaturados de cadena larga que incrementan de manera significativa la tasa de
supervivencia de estos animales (Pakravan et al., 2018).

Por otro lado, la sustitucién parcial de alimentos tradicionales para ganado lechero, como
harina de colzay habas por Spirulina platensis ha demostrado una mejora en la produccion de leche
debido a su elevada composicion nutricional de metionina (como alimento proteico) (Lamminen
etal., 2019).

2.4.4.4 Biocombustibles

La materia prima para elaborar biocombustibles por excelencia son las microalgas debido
a su alta tasa de crecimiento, elevado rendimiento energético (independientemente de las
condiciones climaticas), bajo impacto ambiental y no necesita tierras de cultivo, por lo que no
representan una competencia con la producciéon de alimentos como el maiz (Xue et al., 2016),
(Rios, 2015). La biomasa microalgal posee baja viscosidad, baja densidad y un alto valor cal6rico
(Kumar et al., 2018), su composicién en carbono es de 30 a 60 %, en lipidos es de 20 a 40 % para
elaborar bioetanol y biodiesel respectivamente, y la cantidad de CO> que capta para generar 1 kg
de biomasas es de 1,83 kg (Khan et al., 2018).

Estos lipidos poseen concentraciones elevadas de acidos grasos monoinsaturados y
saturados, ademas de que la cantidad de acido linoleico estan dentro de las normas de biodiesel
americanas y europeas (Arguelles & Goss, 2021). La transesterificacidn, donde los triglicéridos
son unidos por la accién del alcohol y presencia de catalizadores alcalinos o &cidos dan como
resultado un éster metilico de &cidos grasos (Kim et al., 2019), originando un biocombustible viable
para que la dependencia al combustible fosil se reduzca; tomando en cuenta que las microalgas
usadas para su elaboracion tienen una rapida reproduccion, aprovechamiento de nutrientes
presentes en las aguas residuales, capacidad de captar CO2 (Amit & Chandra, 2017) y en
comparacion el biocombustible es biodegradables, no es tdxico para el ambiente, generan bajas

emisiones de azufre y liberan oxigeno (10 a 45 %) (S. Gupta et al., 2019).

2.4.4.5 Tratamiento de aguas residuales
La elevada presencia de nitrogeno (N) y fdésforo (P) en las aguas residuales urbanas es la

principal causa de la eutrofizacion y posterior desequilibrio en los cuerpos de agua. La remocion
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de estos contaminantes suele ser costosa y es entonces donde la ficorremediacion se presenta como
un meétodo respetuoso con el ambiente y con capacidad de producir biomasa (Amenorfenyo et al.,
2019); ya que, el uso de microalgas, al basarse en la naturaleza misma, no genera residuos de alto

riesgo ambiental (Rasoul-Amini et al., 2014).

Su uso es secundario bioldgico en el tratamiento de aguas residuales y comenzd en la
década de 1970 (Wu et al., 2021). Actualmente, suele estar acompafado de procedimientos fisicos,
quimicos u otros bioldgicos. Cuando las microalgas realizan la fotosintesis, el pH, la temperatura
y el oxigeno disuelto aumentan dificultando la proliferacion de microorganismos patdgenos
(Verma, 2020). Los nitratos (NOs-) y fosfatos (PO4-) son eliminados simultaneamente debido a
dos procesos metabdlicos: su asimilacion para el crecimiento y el almacenaje del restante en la

biomasa misma como polifosfatos (Bunce, 2018).

Ademas, las microalgas son un biosorbente prometedor debido a su alta absorcion de
contaminantes, bajo costo, alta disponibilidad y capacidad reproductiva (Stimeyye, 2021). Varios
estudios demuestran que su uso es muy eficiente para la eliminacion de metales y nutrientes en las
aguas residuales para que los parametros requeridos en normas internacionales se cumplan (Omari
et al., 2018). Ademas,lasAdemas, las microalgas son un biosorbente prometedor debido a su alta
absorcion de contaminantes, bajo costo, alta disponibilidad y capacidad reproductiva (Simeyye,
2021). Varios estudios demuestran que su uso es muy eficiente para la eliminacion de metales y
nutrientes en las aguas residuales para que los parametros requeridos en normas internacionales se
cumplan (Omari et al., 2018). Ademas,Las macrofitas pueden ser reemplazadas por microalgas
debido a que estas poseen numerosas ventajas que incluyen: una minima formacion de lodos, alta
rentabilidad, la capacidad de captar gases de efecto invernadero, baja demanda energética y la
generacion de biomasa potencialmente util (Ouaer et al., 2020). Ademas de que, si su aislamiento
procede de aguas residuales industriales, implicaria una adaptacion al medio y, por ende, mejores

resultados de degradacion de contaminantes (Rajivgandhi & Ramachandran, 2022).

24



3 Materiales y métodos
El presente trabajo de titulacion plantea un tipo de investigacion experimental de acuerdo
con las caracteristicas del ensayo desarrollado, debido a que el manejo y analisis de datos fueron
obtenidos de forma empirica bajo variables controladas. El proceso consto de tres etapas bien

diferenciadas: etapa preliminar, montaje del experimento y analisis de datos.
3.1 Etapa preliminar

3.1.1 Escalado de cultivo de Chlorella sp.

Mediante el uso de microscopio marca “Nikon” se identifico morfolégicamente Chlorella
sp. a partir de una cepa donada por la Universidad Politécnica Salesiana (UPS) Sede Quito, Campus
El Girdn. La siembra se realizd en el laboratorio de ciencias de la vida de la UPS localizado en la
Av. lsabel la Catolica Alfredo Mena UPS — Bloque B en las coordenadas 0°12'29.6"sur
78°29'17.0"oeste, la técnica usada fue de estriado en 10 cajas Petri con cultivo solido de agar 15
g/L y enriquecido con Nitrofoska 5 mL/L; con el fin de determinar su viabilidad.

El cultivo se desarroll6 a una temperatura promedio de 16° C, con ldmparas de 2000 luxes
y temporizador automatico con fotoperiodo 12/12. Al cabo de 15 dias se observé crecimiento; con
lo cual se pudo verificar la morfologia colonial mediante uso de microscopio marca “Nikon”, para
posteriormente, inocular en cultivo liquido.

En un frasco graduado para laboratorio marca “Boeco Germany” se vertio 1 L de agua
destilada con 5 mL de Nitrofoska, que fue esterilizado en un autoclave horizontal marca
“Tuttnauer” a 121° C durante 45 minutos junto con 20 tubos de ensayo estandar, que
posteriormente fueron almacenados.

A continuacidn, en una cabina de flujo laminar marca “Esco” se transfiri6 10 mL del medio
en cada uno de los 20 tubos previamente etiquetados, en los cuales se tomo una colonia de Chlorella
sp. del cultivo sélido con un asa de siembra estéril y se inocul6 en el medio liquido. Por cada caja
Petri se inoculd dos tubos. Una vez finalizada la siembra, se sell6 cada tubo con su respectiva tapa
y se reforzo con Parafilm. Las condiciones de crecimiento fueron con fotoperiodo 12/12, intensidad
luminica de 2000 luxes y temperatura promedio de 16° C.

Transcurridos 20 dias, se esteriliz6 dos balones de fondo redondo de 500 mL marca

“Glassco”, en los cuales se verti6 10 tubos del cultivo liquido por balén; mismos que reposaron en
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una base de 5 cm de tubo PVC fijado con silicona, con un sistema de aireacion provista por motores

marca “JAD SC-75007, tapones de algodon y gasa estéril.

3.1.2 Conteo manual de Chlorella sp.
Para identificar la densidad celular del cultivo liquido previamente preparado se usoé el
método de conteo manual en camaras de Neubauer, donde se usé 4 diferentes concentraciones

elaboradas en tubos de ensayo de 15 mL, de la siguiente manera:

Tabla 4.

Elaboracién de concentraciones

Concentracién (%) Muestra (mL) Agua destilada (mL)
100 ‘ 10 0
80 ‘ 8 2
60 ‘ 6 4
20 ‘ 2 8

Elaborado por: (Los Autores, 2022)

Se colocd un cubreobjetos sobre la cAmara de Neubauer, en posicién horizontal, de manera
que cubri6 toda la parte central (reticulo superior e inferior). Mediante un gotero, se tomé una
muestra de uno de los tubos y se expulsé suavemente el contenido en el borde del cubreobjetos
hasta observar una distribucién homogénea por capilaridad. EI conteo se realiz6 en microscopio
con lente objetivo de 40X, tomando en cuenta solo los cuadrantes esquineros de 1x1 mm. Y se

realizé por duplicado, usando ambos reticulos.

3.1.3 Peso seco Chlorella sp.

Por medio de un equipo de filtrado conformado por un matraz Kitasato, un comprensor de
aire, una manguera de caucho, una pinza metalica de sujecién, un cono de goma, un embudo
graduado de vidrio, un filtro esmerilado Biichner y filtros de 5 um; se separé todo el medio liquido
del cultivo de Chlorella sp. de las diferentes concentraciones previamente preparadas para el conteo

manual.
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Como primer punto, se peso cada uno de los filtros (conforme se fueron usando) con la
ayuda de una pinza metélica estéril y una balanza analitica, se procedio a registrar los valores
obtenidos y se coloco la membrana entre el filtro esmerilado y el embudo graduado, que fueron
asegurados por la pinza de sujecion. Se vertio los 10 mL del tubo de ensayo en el embudo, se
encendio el compresor de aire para que creara un vacio y asi todo el liquido de la muestra llegara
al matraz de Kitasato dejando las células de Chlorella sp. en el papel filtro, mismo que se seco en
el medidor halégeno de humedad marca “Mettler Toledo” a una temperatura de 160 °C por 3
minutos para ser pesado nuevamente y por medio de una resta con el peso inicial del filtro se obtuvo

el peso seco de cada una de las muestras, siguiendo este mismo proceso.

3.1.4 Curvade calibracion Chlorella sp.

Con los datos obtenidos en el punto anterior, se pudo calcular la densidad celular de cada
concentracion mediante la formula:

Ecuacioén 2. Formula de densidad celular

DC = N % 10* * (F.d)
Donde:
DC: densidad celular (x10* cél/mL)
N: promedio de células presentes en 1 mm? (0.1 uL)
10*: factor de conversion de 0.1 pL

F.d.: factor de dilucion = (vol. i.+vol. f/ vol. i)

Fuente: (Vega, 2007)

Con la informacion obtenida, se realiz6 una curva de relacion de cél/mL vs. Peso seco de
Chlorella sp., como se observa a continuacion:
Tabla 5.

Curva de calibracion de Chlorella sp.

In6culo Concentracion (%) CN (cél/mL) PS (g/L)
100 51701250 0,49
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D1 ‘ 80 44072500 0,29
D2 ‘ 60 26713500 0,18
D3 ‘ 40 14546250 0,1
D4 ‘ 20 8315000 0,01
Elaborado por: (Los Autores, 2022)
Curva de calibracién de Chlorella sp.
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Gréfica 1. Curva de calibracion Chlorella sp.
Elaborado por: (Los Autores, 2022)

3.1.5 Obtencidn de las concentraciones para los tratamientos

Con el objetivo de identificar posibles variaciones en la concentracion del cultivo liquido,
se realizé un segundo conteo previo al dia de inoculacion. Mediante la ecuacion de regresion lineal
(gréfico 1) se calcul6 la concentracion celular (g/L) actualizada y, a partir de esta, se obtuvo tres
diferentes medidas (0,001; 0,005 y 0,01 g/L) para inocular los tratamientos usando la siguiente

férmula;

Ecuacion 3. Férmula para calculo de diluciones

Cl*V1=Cz*V2

Fuente: (Monica Salas, 2015)

3.1.6 Curvade calibracion contaminantes

e Fosfatos:

Se realiz6 la solucién madre con una concentracion de 100 ppm usando fosfato
monopotasico (KH2PO4) en una cantidad de 0,014316 gramos diluidos en 100 mL de agua
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destilada. Partiendo de los célculos mediante la formula para las diluciones (ecuacion 3) se

elaboraron los siguientes patrones para realizar la curva de calibracion:

Tabla 6.
Patrones de fosfato
mL de solucidn mL de agua
ppm pL
madre destilada
5 0,5 500 9,5
10 1 1000 9
15 15 1500 8,5
20 2 2000 8

Elaborado por: (Los Autores, 2022)

Los patrones fueron tinturados de acuerdo con el método colorimétrico (Aparicio,

2017), fue usado el kit comercial para fosfatos PO4 marca “Sera”, para ser analizado

cuantitativamente en un espectrofotdmetro UV-visible marca “JASCO V-730" y fueron

leidas a una longitud de onda de 400 nm en celdas plésticas.

Patrones para fosfato
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Grafica 2. Curva de calibracidn para fosfatos
Elaborado por: (Los Autores, 2022)
e Nitratos:
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Se parti6 de una soluciéon madre de 100 ppm marca “Hach” para la elaboracion de los

patrones que fueron usados para la curva de calibraciéon. Los calculos usados para los

patrones fueron obtenidos mediante la formula de diluciones (ecuacion 3) fueron:

Tabla 7.

Patrones de nitratos

mL de solucidn mL de agua
ppm nL
madre destilada
4 04 400 9,6
8 0,8 800 9,2
12 1,2 1200 8,8
16 1,6 1600 8,4
20 2 2000 8

Elaborado por: (Los Autores, 2022)

Se us6 el método colorimétrico para tinturar los patrones, se uso el kit comercial para

nitratos NOs marca “Sera” y para su lectura se us6 el espectrofotometro UV-visible marca

“JASCO V-7307, la cual fue ajustada a una longitud de onda de 440 nm.
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Patrones para nitrato

y =0,0398x - 0,018
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Grafica 3. Curva de calibracidn para nitratos
Elaborado por: (Los Autores, 2022)
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e Amoniaco:

La solucion madre con la que se partié para la elaboracion de los patrones fue de 1 ppm

marca “Hach” y los calculos realizados para obtener los datos de los patrones fueron

obtenidos por medio de la formula de diluciones (ecuacion 3), y fueron los siguientes:
Tabla 8.

Patrones de amoniaco

mL de solucién mL de agua
ppm pL
madre destilada
0,2 2 2000 8
0,4 4 4000 6
0,6 6 6000 4
0,8 8 8000 2

Elaborado por: (Los Autores, 2022)

Los patrones fueron tefiidos con reactivo de Nessler marca “Hach”, se agregd 0,4 mL a cada
uno, ya que se uso el método colorimétrico y la lectura se realizo en el espectrofotometro

UV-visible a una longitud de onda de 425 nm en celdas de plastico.

Patrones para amoniaco
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Gréfica 4. Curva de calibracion para amoniaco
Elaborado por: (Los Autores, 2022)
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3.1.7 Obtencion de las muestras

El muestreo se realizo en el caton de Cayambe, provincia de Pichincha Ecuador, en el sector
“las Violetas”, coordenadas 0°02°29.2”’N y 78°09°28.8°°0, EIl punto de coleccion fue a las 10:16
A.M. en el cuerpo de agua al que llegan directamente los vertidos. Se utilizé un barril plastico
HDPE blanco con tapa rosca de capacidad de 40 litros. El recipiente fue sumergido y enjuagado
con las aguas servidas para posteriormente llenarlo a ras y asegurarlo con film pléstico para evitar
derrames, ademas de cerrarlo fuertemente su propia tapa.

La cadena de custodia empezo0 tras la toma de muestra a las 10:30 A.M. y el primer medio
de transporte fue una camioneta doble cabina con destino al terminal terrestre de Cayambe-
Ecuador, en donde se transport6 la muestra hacia Quito; especificamente, a la entrada de Carapungo
por medio del transporte interparroquial “Flor del valle”. Al llegar al destino se tom6 un bus tipo
“Guadalajara” hasta la 12 de octubre y Gral. Ignacio de Veintimilla, donde se transporté la muestra

en un coche hasta los laboratorios de Ciencias de la Vida de la Universidad Politécnica Salesiana.

3.2 Montaje del experimento

Se inicio con la esterilizacion de 12 botellas de boca ancha con una capacidad de 4 L y su
respectiva tapa de aluminio, 8 metros de manguera para acuario y 12 varillas de vidrio de 10 cm,
se uso un autoclave horizontal marca “Tuttnauer” y el proceso de esterilizado se realiz6 a 121 °C
por 45 minutos.

Las tapas de cada botella fueron perforadas en el centro de esta usando un destornillador
estrella haciendo una abertura de 1 cm x 1 cm, cada botella fue llenada con 2 litros de agua residual
sin dilucién ni esterilizacion y posteriormente marcado el nivel hasta donde Ilegé con un marcador
negro permanente. Las botellas fueron colocadas en una repisa de acero cromado, la cual tenia
acoplado en su parte posterior lamparas de luz blanca con una potencia de 2000 lux y estas estaban
conectados a un temporizador para que las unidades experimentales tengan un periodo de luz de
12/12.

Se usaron 4 motores marca “JAD SC-7500” con una produccion de oxigeno de 3x2 L/min
donde cada uno alimentaba 3 unidades experimentales, los cuales lo hacian por medio de

mangueras que en su extremo se colocé una varilla de vidrio formando una linea de oxigeno. Las
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unidades experimentales fueron distribuidas como se observa en la tabla 9 y se inocularon con
0,001, 0,005 y 0,01 g/L de Chlorella sp. que representan las concentraciones 1, 2 y 3
respectivamente.

Tabla 9.

Disposicion de las unidades experimentales

Cl,R2 C2,R2 C3,R3 C3,R1 T,R2 C2,R1
T,R3 Cl,R1 C2,R3 C1,R3 C3,R2 T,R1

Elaborado por: (Los Autores, 2022)
Nota: C1 es concentracion 1, C2 es concentracion 2, C3 es concentracion 3, T es testigo, R1 es repeticion 1, R2 es
repeticion 2 y R3 es repeticion 3.

Cada unidad experimental fue cerrada con su respectiva tapa y por la abertura de esta se
introdujo la linea de oxigeno hasta el fondo de la botella; dicha abertura fue sellada con un tampén
de algodon envuelto en gasa estéril para asegurar la linea de oxigeno y evitar la evaporacion de la

muestra, como se observa en la figura 5.

Montaje del experimento

Figura 5. Distribucién unidades experimentales
Elaborado por: (Los Autores, 2022)
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3.3 Factores de estudio
Los pardmetros analizados fueron: cinética de crecimiento, reduccion de contaminantes
(DBOs, N, P, NH3) e indicadores microbiologicos de la calidad de agua (Aerobios totales y

Coliformes fecales).

pH

En un tubo de ensayo se colocaron 5 mL de la muestra a analizar donde se introdujo el
electrodo hasta que qued6 completamente sumergido para que la lectura fuera posible. Se usé un
potenciometro marca “Mettler Toledo”. Mismo que fue desinfectado y secado antes de medir cada

una de las muestras.

Conductividad

Se usé un potenciometro marca “Mettler Toledo” con una adaptacion capaz de medir
microvoltios (mV), se usaron 5 mL de muestra en un tubo de ensayo para que el electrodo quedara
completamente sumergido y pudiera realizar la lectura. De igual manera que el punto anterior, el

electrodo fue desinfectado y secado adecuadamente antes de medir cada una de las muestras.

Nitratos

Se tom6 10 mL de muestra que fueron tinturados con el kit de deteccion de contaminantes
de acuario marca “SERA” para NOs. Durante el primer analisis, la muestra se tiid de amarillo
intenso lo que imposibilitd la lectura con el método de espectrofotometria debido a la alta
concentracion del contaminante en cuestion, por lo que fue diluida a una proporcion de 3:10. El
analisis se realiz por triplicado, llenando 3 celdas de pléstico destinadas a ser leidas en un
espectrofotometro UV-visible marca “JASCO V-730”. La lectura se realizé a una longitud de onda

de 440 nmy los datos obtenidos fueron en unidades de absorbancia.

Fosfatos
Se uso el kit marca “Sera” para PO4 en 10 mL de muestra; para el primer analisis se tinturo
de un intenso azul y se diluy6 en una proporcion de 2:10 para que la lectura fuera posible. El

analisis se realizo por triplicado usando celdas de plastico en un espectrofotometro UV-visible
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marca “JASCO V-730” a una longitud de onda de 400 nm, la concentracion del contaminante se
obtuvo en unidades de absorbancia.

Amoniaco

Se tomaron 10 mL de muestra para ser tinturada con el reactivo de Nessler marca “Hach”,
en donde el primer andlisis se tifid de un amarrillo fuerte y la muestra fue diluida en una relacion
de 0,5:10. La lectura se realizé por triplicado en celdas de plastico y leidas en un espectrofotometro
UV-visible marca “JASCO V-730” a una longitud de onda de 425 nm, dando como dato la

concentracion del contaminante en unidades de absorbancia.

Anélisis semanal

Usando una pipeta de vidrio de 10 mL por cada tratamiento, se tomo un total de 30 mL de
cada unidad experimental semanalmente para el andlisis de amoniaco, nitratos y fosfatos. El
contenido se deposito en tubos Falcon de 50 mL y las muestras fueron centrifugadas en una
centrifuga marca “Hermle” a una velocidad de 3000 rpm por 1 minuto para sedimentar las
microalgas y evitar que interfieran en la cuantificacion de los contaminantes. Posteriormente se

extrajo 10 mL de sobrenadante de cada tubo Falcon para cada uno de los tres analisis.

DBOs

El método usado fue el manométrico, que consiste en medir el cambio de presion de la
muestra en un frasco de vidrio ambar a una temperatura de 20 °C con agitacion constante por 5
dias; fue usado el sistema de medicion de DBO vy refrigeradora marca “Velp” para el analisis.
Fueron vertidos 164 mL de muestra en los frascos &mbar de acuerdo con la tabla 10 y usando la
ecuacion 4 se obtuvo los valores de mgO-/L de las muestras. Este andlisis se realizé al comienzo y
al final de la fase experimental.
Tabla 10.

Demanda bioldgica de oxigeno

Volumen de muestra (mL) Factor Rango estimado (mgO2/L)

22,7 100 0-4000
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43,5 50 0-2000

97 20 0-800
164 10 0-400
250 5 0-200

Elaborado por: (Los Autores, 2022)

Ecuacién 4. Férmula de DBOs

mgO0,

DBOs ( ) = Valor * Factor

Fuente: (Nadal etal., 2017)

Conteo microbioldgico

El conteo se realizé al inicio y al final de la fase experimental y las bacterias analizadas
fueron coliformes totales, E. coli y aerobios totales. EI primer conteo se realiz6 en placas Petrifilm
marca “Millipore” especializadas para conteo rapido de coliformes totales y aerobios totales, para

el segundo y Gltimo analisis se us6 medio de cultivo sélido en placas Petri.

e Primer conteo
Para realizar el agua de dilucion se pes6 0,6 gramos de agua peptona bufferada marca
“Merck”, que fueron diluidos en 30 mL de agua destilada. Se colocé 9 mL en 3 tubos de ensayo
para que luego fueran esterilizados en un autoclave horizontal marca “Tuttnauer” a 121 °C por 45
minutos. Ya que se realiz6 una dilucion seriada hasta alcanzar una concentracion de 1072 (figura 6)
se colocd 1 mL de muestra en un tubo de ensayo con agua peptona aforando a 10 mL su contenido,
de este mismo se tomé 1 mL de in6culo del anterior tubo de ensayo para ser inoculado en el

siguiente y de la misma manera con el ultimo tubo de ensayo.
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Diluciones seriadas

? vt 1t 1t

Figura 6. Dilucién seriada
Fuente: (Galicia et al., 2017)

Se inocul6 1 mL de la concentracion 107 usando una micropipeta marca “Thermo” en cada
uno de los Petrifilm, generando 6 siembras en total: 3 para coliformes totales y 3 para aerobios
totales. Posteriormente fueron almacenos en una cdmara de incubacion marca “Memmert” a 35 °C;
las placas especializadas en coliformes totales fueron retiradas a las 24 horas y las especializadas
en aerobios totales a las 48 horas. Las colonias de coliformes fecales tomaron una coloracion azul
verdoso, mientras que las de E. coli, una coloracion roja violacea. Las colonias de aerobios totales

tomaron una cloracién naranja y el conteo se realizo en un contador de colinas marca “Boheco”.

e Segundo conteo
Para la elaboracion del agar fueron empleados dos medios marca “Merck” especializados
para el crecimiento de aerobios totales y coliformes totales respectivamente. En la tabla 11 se
observa en detalle:
Tabla 11.

Elaboracion de medios solidos

Medio Cantidad (gramos) Agua destilada (mL)
Aerobios totales 11,2 500
Coliformes totales 12,5 500

Elaborado por: (Los Autores, 2022)

Los medios fueron esterilizados en frascos de vidrio con tapa, marca “Boheco” junto con

48 cajas Petri de vidrio en un autoclave horizontal marca “Tuttnauer” a 121 °C por 45 minutos. El

37



dispensado de los medios en cada caja Petri se realizd en una camara de flujo laminar marca
“ESCO” con la presencia de 3 mecheros de alcohol. Posteriormente se sembré una muestra de cada
tratamiento por duplicado, dando un total de 12 cajas Petri por andlisis. EI método de siembra
utilizado fue por estriado, usando un asa metalica. Al finalizar, las cajas Petri fueron selladas con
parafilm y etiquetadas respectivamente como se muestra en la figura 7 para ser almacenadas en

una incubadora marca “Memmert” a 35 °C durante 48 horas.

Etiquetado de cajas petri

Figura 7. Etiquetado de cajas Petri en cdmara de flujo laminar
Elaborado por: (Los Autores, 2022)

El conteo se realizo en un contador de colinas marca “Boheco” y el resultado fue

promediado considerando las repeticiones de cada tratamiento para el registro de los datos.

Unidad experimental

La unidad experimental consistio en un recipiente de 4 litros con tapa de aluminio con un
agujero de 1x1 cm en el centro por el que pasa una linea de oxigeno conformada por una varilla de
vidrio y una manguera de caucho conectada a un motor de pecera y asegurado por un tapén de
algoddn y gasa estéril en la abertura de la tapa.

Se implementaron 12 unidades experimentales, 3 por cada tratamiento y 3 destinadas al
grupo control o testigo. El primer tratamiento fue inoculado con 0,001 g/L, el segundo con 0,005
g/L, el tercero con 0,01 g/L vy el testigo no fue inoculado con ninguna cepa.

Analisis estadistico
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Para el registro periddico de los datos obtenidos durante el ensayo se utilizé un diario de
campo Yy el software Excel. Mientras que el analisis estadistico se realiz6 mediante el uso del
software “Minitab” version 19. Se usoé el analisis de varianza (ANOVA) de un solo factor debido
a la cantidad de datos generados y por tener una sola variable independiente (concentracion del
analito); y la prueba LSD Fisher por su cualidad de agrupar en parejas todos los datos para

compararlos entre si.

Variables y métodos de evaluacion
Las variables medidas fueron quimicas: pH, nitratos, amonio, fosfatos y DBOs; fisicas:
conductividad y bioldgicas: cinética de crecimiento de Chlorella sp. y recuento microbioldgico (E.
coli, aerobios totales y coliformes totales) en cada unidad experimental.
En sintesis:
e Lamedicion de pH y conductividad fue mediante un potenciémetro.
¢ Nitratos, amoniaco y fosfatos fueron medidos usando por medio de un espectrofotdmetro
UV-visible.
e DBOs fue medido usando el método manométrico mediante un equipo para estos fines
(medidor de DBO).
e Lacinética de crecimiento se midi6 usando conteo manual.

e El conteo bacteriano se realizé mediante placas Petrifilm y medio de cultivo sélido.

Manejo del ensayo experimental

Las unidades experimentales tuvieron un fotoperiodo de 12/12 por un lapso de 4 semanas
(tiempo que duro la fase experimental) con aireacion constante. Se realiz6 un control de la cinética
de crecimiento diariamente por medio de conteo manual, los analisis de contaminantes se realizaron
una vez por semana usando el método espectrofotométrico con excepcion del DBOs que se realizd

al inicio y al final de la fase experimental.
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Resultados y discusion

4.1 Cinética de crecimiento de Chlorella sp.
Los datos de cinética de crecimiento de Chlorella sp. registrados en el software Excel

permitieron elaborar una curva de crecimiento en donde se observa el incremento o decremento

del nimero de células de cada tratamiento a lo largo del tiempo, como se muestra a continuacion:

Tabla 12.

Diferencia estadistica entre las diferentes concentraciones de Chlorella sp.

Dia C1 c2 C3 Testigo
1 5,21£0,32 ¢ 14,83+1,28 b 20,71£3,74 a 1,67+1,16 c
4 71,59+31,9 ¢ 204,38+88,2 b 489,3161,7 a 5,2545,85 C
5 155,6+80,4 ¢ 900+184 b 1190,4+60,9 a 9,3249,35¢
6 37591214 b 1572,9+161,6 a 1740,7+133,5a 16,61+13,7 ¢
7 954,8+58,3 ¢ 1937,3£89,9 b 2550,3+167,5 a 24,1£19,2 d
8 1575,63+30,9 ¢ 2593,67+303 b 3890,67+325a 84,79+59,8 d
11 3837,46+634 ¢ 4365,16+1642 b 6035,96+56,8 a 219,17494,7d
12 4331545 b 5004,3+152,8 b 7863+1613 a 526+581 c
13 4368+417 b 5325,1+109,6 b 8186+2070 a 589+333 ¢c
14 4528+474 b 5371+1734 b 77981921 a 589+240 ¢
15 5081+1003 b 6365+1116 ab 7365,8+153,8 a 908+319 ¢
18 5677+307 b 65421401 b 75751773 a 10414272 ¢
19 6653,33+311 b 6188,331£129,5 ¢ 73701225 a 1003,33+£162,6 d
20 6709,2+152,3 a 7965+2322 a 7107+485 a 1448+328 b
21 71574488 b 8983+730 a 8010+966 ab 14674306 ¢
22 7133£1531 b 9898+274 a 8060+1304 ab 967+515¢
25 8630+1493 a 104374955 a 9410+1511 a 1165+202 b
26 8270+1197 a 8567,5+2167 a 8478,33+1333 a 1150109 b

Elaborado por: (Los Autores, 2022).
Nota: Los valores que comparten letra son estadisticamente iguales con un nivel de significancia de 0,05.
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Cinética de crecimiento
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Gréfica 5. Cinética de crecimiento de Chlorella sp.
Elaborado por: (Los Autores, 2022)

Cada curva del ensayo atraveso las 5 fases esperadas a lo largo del experimento, a excepcion
del testigo, puesto que una vez finalizado este, se mantuvo en etapa estacional. El tratamiento que
mejores resultados presentd en cuanto a crecimiento fue el tercero (C3) debido a que el in6culo
inicial fue el mas concentrado (0,01 g/L) en contraste con C2 (0,005 g/L) y C1 (0,001 g/L);
obteniéndose resultados semejantes a los de Saad (2016) quien inoculé 4 concentraciones
diferentes de Chlorella: 20, 40, 60 y 80 g/L en 0,5 L; siendo la ultima la que tuvo una diferencia
significativa constante durante todo el experimento.

Durante la etapa de adaptacién hasta el dia 4, C3 mantuvo una diferencia estadistica para
con el resto de los tratamientos, en donde C2 y los controles fueron significativamente iguales.
Mientras que la fase exponencial en el dia 8 fue la que mas diferencia presentd entre los
tratamientos, siendo todos estadisticamente diferentes; aqui se registré el crecimiento de
microalgas propias de las aguas residuales de las unidades experimentales de control, donde se
identificd morfoldgicamente a Scenedesmus, siendo una de las cepas mas abundantes en este tipo
de cuerpos de agua; esto esta respaldado por lo mencionado por Morales et al. (2004) , quienes
aislaron Scenedesmus y Chlorella de una represa y laguna, respectivamente, para analizar su
capacidad de remocion de contaminantes para aguas residuales con caracteristicas similares a las

de su origen.
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Scenedusmus

Figura 8. Scenedesmus presente en la muestra de agua
residual, vista en microscopio lente 40X.
Elaborado por: (Los Autores, 2022)

Como se ha evidenciado, las microalgas pueden desarrollarse en ambientes adversos
siempre y cuando tengan los requerimientos basicos a su alcance, por lo que, al manipular los ciclos
luminicos y el suministro de luz en los controles del experimento, posibilité el crecimiento de
microalgas propias del medio y la posterior remocién de contaminantes de acuerdo con las
capacidades de estas. Este comportamiento es atribuible a lo planteado en la técnica de
bioestimulacion, que consiste en la modificacion del entorno para estimular la degradacion de
contaminantes mediante microorganismos autdctonos (Kouzuma & Watanabe, 2019).

El registro durante el dia 11, ain en la fase exponencial, indica una semejanza estadistica
entre C1 y C2; mientras que para el dia 11 ya se considero el ingreso a fase estacionaria, teniendo
un comportamiento estadistico igual al anterior. El contraste significativo ocurrié en el dia 19,
donde la etapa de crecimiento decreciente fue mas evidente puesto que ningun tratamiento tuvo
una agrupacién cercana, asi como un descenso de la division celular por la reduccién de nutrientes
en el medio. Este comportamiento es semejante a lo que reportaron Yatirajula et al. (2019) donde
la cinética de crecimiento de Chlorella vulgaris alcanzé un crecimiento exponencial hasta el dia 8
con una duplicacién celular diaria y desde el noveno dia inici6 la fase estacionaria hasta el dia 16,
gue mostrd una produccion de polisacarido y muerte celular igual; para, posteriormente entrar en
fase de muerte. Esto de acuerdo con la curva tipica esperada en un periodo de alrededor de 15 dias
debido al volumen, indculo y demas factores entre los que destacan los nutrientes, considerados
como la principal limitante de crecimiento en estos experimentos.
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Por un lado, en el presente ensayo el volumen fue de 2000 mL con concentraciones de entre
0,001 y 0,01 g/L; mientras que Yatirajula et al. (2019) utilizaron 1 g/L en volimenes de 20, 50,
150, 500 y 2000 mL. Es por esto por lo que un inéculo reducido en un mayor volumen permitio la
extension del experimento hasta los 26 dias y no hasta los 15 como varios autores reportan (Eze et
al., 2018; Lee et al., 2015), ademas de un porcentaje de crecimiento mucho mas elevado; tal es el
caso de Tafur & Estrada (2015) reportaron que el indculo inicial para su experimento fue de 1x10°
cél/mL y al cabo de 20 dias la concentracion se elevd a 8,9x10° cél/mL, generando un crecimiento
del 890 %; mientras que, en el presente ensayo, el inoculo inicial de mayor concentracion fue para
C3 (2017 cél/mL) y al cabo de 20 dias su concentracidon se elevd a 796533 cél/mL, que corresponde
a un crecimiento del 39490,98 %.

Por altimo, fue en la fase de muerte, en el dia 26, donde las concentraciones manipuladas
fueron estadisticamente iguales al llegar a un mismo punto de caida, mientras que el testigo fue el
unico significativamente diferente, ya que se hallaba todavia en fase estacional. En un experimento
realizado por Silva et al. (2022) se utilizd un volumen inicial de 1,5 L e in6culo de 0,3 L y fue
posible mantener el cultivo durante 26 dias gracias a adiciones diarias de 50 mL de medio o agua
destilada, es decir, manejando un disefio de flujo continuo, contrario al sistema Batch que se utilizd

en el ensayo actual.

4.2 Degradacion de contaminantes
Los valores obtenidos de la degradacién de contaminantes fueron registrados en tablas

elaboradas en el software Excel para ser graficados posteriormente con los siguientes resultados:

Tabla 13.

Resultados estadisticos para amoniaco, nitratos, fosfatos, pH y conductividad.

Amoniaco Nitrato Fosfato
Tratamiento pH Conductividad
(mg/L) (mg/L) (mg/L)
o] C1 11,76x4,53 a 45,47+1,27 a 48,36+2,54 b 9,09+0,04 ab 284,5+0,0 a
S
IS
[<B)
(7p]

C2 5,67+2,65 b 38,37£2,71b  44,19+4,11 bc 9,19+0,15a 284,47+0,06 a

43



Semana 3 Semana 2

Semana 4

C3

C1

C2

C3

C1

C2

C3

C1

C2

C3

4,19+09 b
15,7151 a
0,65+0,65a
0,51+0,14 ab
0,36+0,02 b
0,5+0,14 ab
0,54+0,09 ab
0,63+0,12 a
0,6+0,03 a
0,41+0,11 b

0,8+0,4 a
0,55+0,06 a
0,66+0,16 a

0,77+0,55 a

34,29£3,36 b

4791+2,47 a

38,3+2,85a

43,12+2,8 a

41,33+11,29 a

41,7245,78 a

44,57+1,96 a

45,62+2,18 a

47,14+1,96 a

46,81+3,52 a

40,87+2,78 a

36,1+3,48 a

36,35+1,47 a

37,1949,73 a

Elaborado por: (Los Autores, 2022)

38,76+5,47 ¢

60,51+4,2 a

28,26+0,93 a

31,89+2,66 a

23,46+3,21 a

28,52+8,77 a

36,76+15,26 a

28,6+18,2a

25,37+5,83 a

18,5+2,75 a

14,7+1,99 a

13,84+0,88 a

13,99+0,23 a

13,69+1,14 a

9,38+0,26 a
8,62+0,46 b
8,27+0,01 b
8,21+0,17 b
8,37+0,04 b
8,98+0,25 a
8,66+0,13 a
8,58+0,09 a
8,69+0,23 a
8,91+0,27 a
9,03+0,14 a
9,04+0,03 a
9,08+0,04 a

9,17+0,06 a

284,43+0,06 a
284,43+0,06 a
285,13+0,06 a
285,17+0,06 a
285,2+0,0 a
284,97+0,15 b
285,13+0,06 a
285,2+0,10 a
285,17+0,06 a
285,27+0,15 a
285,17+0,06 a
285,2+0,10 a
285,17+0,06 a

285,17+0,32 a

Nota: Los valores que comparten letra son estadisticamente iguales con un nivel de significancia de 0,05.

4.2.1 Amoniaco
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Grafica 6. Amoniaco
Elaborado por: (Los Autores, 2022)
4.2.2 Nitratos
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Gréfica 7. Nitratos
Elaborado por: (Los Autores, 2022)
4.2.3 Fosfatos
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Gréfica 8. Fosfatos
Elaborado por: (Los Autores, 2022)

La reduccion de contaminantes mediante microalgas se relaciona directamente con la
proporcion de N:P, siendo lo recomendable una de 6:3 aun en aguas residuales (E. Ramos et al.,
2014) debido a los requerimientos nutricionales de estas. Olguin, (2012) reporté una degradacion
total de nitrogeno de entre 61 a 79 %, mientras que el fosforo oscil6 entre 62 y 93 %. En el presente
experimento, los resultados mostraron una degradacion del 51,4 % de fosfatos en la primera
semana, mientras que en nitratos fue de 29,3 % en el mismo periodo; lo que indica un consumo
superior de fosforo frente al nitrégeno; en donde el analisis de varianza arrojé una diferencia
significativa para los tratamientos 2 (C2) y 3 (C3), siendo los que mas destacaron. Vacca et al.
(2017) reportd que el porcentaje de remocidn de contaminantes es directamente proporcional a la
concentracion de Chlorella, siendo esta la razon principal por la que el tercer tratamiento (C3) del
presente experimento obtuvo la mayor proporcién de degradacion.

Por otra parte, este comportamiento, contrario a lo esperado tedricamente, esta respaldado
por Garcia & Arbib (2015), donde mencionan que la tasa maxima especifica de degradacion de
fosforo es generalmente superior a la del nitrogeno y esta se relaciona, a su vez, con la biomasa
producida siempre y cuando el fésforo no sea una limitante.

Durante la segunda semana, la remocion de nitratos llego a 26,5 %, considerando como
punto de partida 55,65 ppm; lo que se asemeja al ensayo realizado por Medrano et al. (2021), en

donde se usé Chlorella sp. para verificar la reduccion del mismo contaminante en aguas
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provenientes de camal, obteniéndose una disminucion de 90,2 % a partir de 60,2 ppm, en el mismo
lapso.

La tasa de remocion de amoniaco fue superior a la de los ya mencionados nutrientes, debido
a la répida asimilacion que poseen las microalgas para con este compuesto (N. Liu et al., 2015).
Tal es el caso presentado por Ramos & Pizarro (2018), que reportaron una remocion del 21,48 %
en el lapso de 2 dias. Si bien, en el presente ensayo se obtuvo una degradacion del 73,5 %, siendo
los tratamientos 2 (C2) y 3 (C3) estadisticamente iguales y superiores al resto, al haber transcurrido
la primera semana. Para el analisis final, a los 26 dias, se registré un promedio de 96,2 % entre
todos los tratamientos, que se asemeja a los resultados presentados por Chacon et al. (2004), donde
mencionan que, al cabo de 27 dias de experimentacion el porcentaje de amoniaco degradado fue
del 100 %, atribuyéndose al tiempo que las aguas residuales estuvieron siendo tratadas con
Chlorella; en donde a mayor exposicion, mayor degradacion existio.

Es importante mencionar que la biorremediacion de amoniaco pudo alcanzar los limites
permisibles de la legislacion debido al mecanismo propio de asimilacion de Chlorella (N. Liu et
al., 2015). Mientras que, en el caso de nitratos y fosfatos, no alcanzé dichos pardmetros debido a
que el agua recolectada fue directamente tomada de la zona de descarga sin tratamiento previo, es
por esto por lo que Waktole et al. (2019) obtuvieron una remocion de casi el 50 % de fosfatos y 75
% de nitratos, contando con aguas tratadas con métodos fisicoquimicos tradicionales, mientras que
Delgadillo et al. (Delgadillo et al., 2016) registrdé una remocion entre 72 'y 83 % para nitrégeno y

100 % para fdésforo en un tratamiento completo, es decir, incluyendo un tratamiento terciario.

43 pH
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Gréfica 9. pH
Elaborado por: (Los Autores, 2022)

El andlisis de pH previo a la inoculacion partié de un valor ligeramente acido: 6,504; en
donde fue ascendiendo durante el transcurso del ensayo. Durante la primera semana se reporto tres
agrupaciones: C1 (9,089) y el grupo control (8,615) fueron estadisticamente iguales, del mismo
modo que C3 (9,381) y C2 (9,189); por otro lado, C2 (9,189) y C1 (9,089) también compartieron
similitud. Una cualidad destacable de este reporte es el incremento en el valor de pH de todos los
tratamientos, comportamiento que se asemeja al documentado por Zhang et al. (2014), en donde el
cultivo de microalgas de su experimento partié de 5,0 y al cabo de 8 dias incrementd en alcalinidad
hasta alcanzar valores de 8 a 11; esto atribuyendo a la absorcion de CO: y liberacién de algas
durante la fase estacionaria.

En cuanto a la segunda semana, existié una diferencia significativa en el tratamiento de
control presentdndose un pH de 8,981; mientras que las concentraciones manipuladas fueron
estadisticamente iguales con pH de 8,267; 8,208 y 8,3713 para C1, C2 y C3 respectivamente. En
lo que concierne a la tercera semana, los valores fueron muy semejantes y sin diferencia
significativa, con un ligero incremento, siendo este: C1 (8,660), C2 (8,577), C3(8,687) y T (8,910).
La fluctuacion en este par de semanas puede atribuirse a la composicion ionica del medio de
crecimiento y, sobre todo a otras actividades microbianas que influyen en la fuente de suministro
de CO2 (Melo et al., 2022).
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Finalmente, en la ultima medicion para la cuarta semana, la diferencia significativa fue
inexistente, pero con incremento en la alcalinidad de los tratamientos, de la siguiente manera: C1
(9,030), C2 (9,043), C3 (9,083) y T (9,173). Esto se atribuye directamente a la excrecion de
sustancias por parte de las microalgas, alcanzando niveles entre 9 y 11, aun habiéndose ajustado el

pH a 7 previo al ensayo, como ocurrio en el caso de Otondo et al. (2018).

4.4 Conductividad

Conductividad
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Gréfica 10. Conductividad
Elaborado por: (Los Autores, 2022)

Respecto a la conductividad registrada al principio del experimento fue de 284 mS/cm, sin
existir diferencia significativa a lo largo del ensayo, obteniéndose un promedio de 284,5; 285,18,
285,17 y 285,2 mS/cm para la primera, segunda, tercera y cuarta semana respectivamente.
Resultados semejantes se muestran en un estudio presentado por Higgins et al. (2018) en donde se
realizo varios tratamientos biol6gicos, pero ninguno pudo eliminar iones del medio acuéatico debido
a que no es una cualidad de las microalgas, es por esto por lo que la conductividad eléctrica elevada

es un comportamiento esperado en estos tratamientos.
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4.5 Otros analisis

Los parametros que fueron analizados al inicio y al final de la fase experimental fueron los

microbiologicos, DBOs y densidad poblacional bacteriana, tal como se presenta en los siguientes

resultados:
Tabla 14.

Resultado estadistico de crecimiento bacteriano.

Parametro  Medicién C1 c2 C3 T
Coliformes | Iniciales 10400000 a 104000020 a 10400000 a 10400000 a
totales Finales 2333+4041 a 2333577 a 30001000 a 5667+8963 a
£ ool Iniciales ~ 33333,33x0a 33333,33t0a  33333,33+t0a  33333,33x0a
Finales 0 0 0 0
Aerobios | Iniciales  7883333,33+t0a  7883333,33t0a 7883333,33+0a 7883333,33x0a
totales Finales 233542515 a 13334577 a 2667+1528 a 300042646 a

Elaborado por: (Los Autores, 2022).

Nota: Los valores que comparten letra son estadisticamente iguales con un nivel de significancia de 0,05.
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Gréfica 11. Analisis de DBOs
Elaborado por: (Los Autores, 2022)
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El porcentaje de reduccion de la DBOs tras cuatro semanas de tratamiento fue de 87,8 %, siendo
un valor semejante al que obtuvo Cho (2016) en 8 dias, esto debido a la concentracién y el volumen
utilizado en su experimento, donde el que indculo inicial fue de 6 g/ 500 mL. Por otra parte, Oralte
& Valencia (2016) registraron una reduccion de 30,92 % en la mitad de tiempo del presente ensayo,
con condiciones semejantes a excepcion del indculo, que fue de 0,6 g/L. Lo que demuestra una

reduccion superior a mayor inoculo inicial y/o a mayor tiempo del experimento.

4.5.2 Indicadores microbioldgicos

45.2.1 Coliformes totales

Coliformes totales
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Grafica 12. Recuento de coliformes totales
Elaborado por: (Los Autores, 2022)

El andlisis estadistico de coliformes no mostré una diferencia significativa para ninguno de
los tratamientos y alcanz6 un porcentaje de remocion de bacterias del 99,71; 99,78; 99,78 % para
C1, C2y C3 respectivamente, y del 99,46 % en el caso del grupo control. Resultados similares a
los de Gupta et al. (2016) en donde se utiliz6 una cepa de Chlorella y Scenedesmus para el
tratamiento de aguas residuales, obteniendo una eliminacion del 99,93 % para coliformes totales y

del 100 % para fecales.
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45.2.2 E.coli

Escherichia coli
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Grafica 13. Recuento de E. coli
Elaborado por: (Los Autores, 2022)

En el experimento de crecimiento/ ausencia de 188 cepas Escherichia coli en funcion del
pH, Haberbeck et al. (2015) destacan la importancia de la acidez en un rango de 3,5y 4,5 para el
desarrollo Optimo de esta bacteria; siendo el crecimiento inversamente proporcional al pH del
medio, es decir que, a menor pH, mayor crecimiento.

Por otra parte, Matula et al. (2021) plantean que el incremento celular de Chlorella en un
medio de aguas residuales sin control de pH, permite la liberacion de iones de hidroxido a través
de la membrana celular a raiz de la fijacién de productos de carbono inorgénico, lo que provoca el
aumento de pH, comportamiento que se observo en el presente ensayo y motivo por el cual resulta
un ambiente hostil para E. coli y otras bacterias. Es por esto por lo que el descenso en el crecimiento
de esta bacteria fue del 100 % al igual que lo reportado por Hernandez (2014).

45.2.3 Aerobios totales
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Grafica 14. Recuento de aerobios totales
Elaborado por: (Los Autores, 2022)

Se reportd un descenso del 99,70; 99,83; 99,66 y 99,61 % para C1, C2, C3 y Testigo
respectivamente, sin existir diferencia estadistica significativa entre estos. Este resultado se
respalda con el estudio realizado por Darvishmotevalli (2019), donde muestra la eficacia en la
reduccién de contaminantes y pardmetros microbianos tras combinar un tratamiento primario en
tanques Imhoff con uno secundario de humedales artificiales, obteniéndose resultados de
eliminacion hasta 99,999 % para aerobios y coliformes totales, fecales, parasitos de nematodos
intestinales y quistes de protozoos. Lo que respalda el beneficio de usar varios tratamientos de

aguas residuales en conjunto para optimizar los resultados.
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5 Conclusiones

Se concluye que la implementacion de Chlorella sp. en el tratamiento de aguas residuales
urbanas provenientes del punto de vertido logré reducir las concentraciones de contaminantes
presentes en las muestras, pero el NH4 fue el Gnico que alcanzé los limites maximos permisibles
exigidos por la Legislacion Ambiental Ecuatoriana. Por otra parte, C3 fue el mejor tratamiento para
la remocion de NOs, PO4, NHs y DBOs debido a que la velocidad de biorremediacion fue superior
a los demaés tratamientos en relacion directa a su concentracion de inéculo.

El conteo celular permitio identificar las 5 fases caracteristicas de una curva tipica de
crecimiento de microalgas para Chlorella sp., aunque también se evidencid el desarrollo de
microalgas propias del medio (Scenedesmus) en el grupo control, debido a las variables reguladas
de luz y oxigeno, asi como la presencia de nutrientes de las muestras de agua. Entonces, el
metabolismo de las microalgas incremento el pH del medio lo que dio a lugar a la disminucion

significativa de la poblacion bacteriana.
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7 Anexos
Escalado

Anexo 1. Escalado de Chlorella sp.
Elaborado por: (Los Autores, 2022).
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Patrones para amoniaco

Anexo 2. Patrones para curva de calibracion de amoniaco
Elaborado por: (Los Autores, 2022).
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Patrones para fosfatos

Anexo 3. Patrones para curva de calibracién de fosfatos
Elaborado por: (Los Autores, 2022).
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Patrones para nitratos

Anexo 4. Patrones para curva de calibracion de nitratos
Elaborado por: (Los Autores, 2022).
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Muestreo

Anexo 5. Toma de muestra
Elaborado por: (Los Autores, 2022).
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Muestreo para analisis

Anexo 6. Toma de muestra para analisis
Elaborado por: (Los Autores, 2022).
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Centrifugado

Anexo 7. Centrifugado de muestra para analisis
Elaborado por: (Los Autores, 2022)
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Dilucion bacteriana

Anexo 8. Dilucion seriada para simbra de bacterias
Elaborado por: (Los Autores, 2022).
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Petrifilm

Anexo 9. Siembra en Petrifilm para conteo bacteriano
Elaborado por: (Los Autores, 2022).
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Equipo para DBOs

Anexo 10. Preparacion de la muestra para medir DBOs
Elaborado por: (Los Autores, 2022).
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Analisis estadistico de la cinética de crecimiento

Dia 1

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales
Nivel de significancia o = 0,05
Filas no utilizadas 4

Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
Factor 4 Con 1; Con 2; Con 3; Testigo

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 3 654,74 218,248 51,10 0,000
Error 8 34,17 4,271

Total 1 688,91

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
2,06660 95,04 % 93,18 % 88,84 %

Medias
Factor N Media Desv.Est. ICde 95 %
Con1 3 5,208 0,315 (2,457; 7,960)
Con 2 3 14,833 1,283 (12,082; 17,585)
Con3 3 20,17 3,74 (17,42; 22,92)
Testigo 3 1,667 1,155 (-1,085; 4,418)

Desv.Est. agrupada = 2,06660

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza
de 95 %

Factor N Media Agrupacién
Con 3 3 20,17 A

Con?2 3 14,833 B
Con 1 3 5208 C
Testigo 3 1,667 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

93




Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias

Diferencia
Diferencia de de las EE de Valor p
niveles medias diferencia 1ICde95% Valor T ajustado
Con2-Con1 9,63 1,69 (5,73;13,52) 5,70 0,000
Con3-Con1 14,96 1,69 (11,07; 18,85) 8,86 0,000
Testigo - Con 1 -3,54 1,69 (-7,43;0,35) -2,10 0,069
Con3-Con?2 533 1,69 (1,44;9,.22) 3,16 0,013
Testigo - Con 2 -13,17 1,69 (-17,06; -9,28) -7,80 0,000
Testigo - Con 3 -18,50 1,69 (-22,39; -14,61) -10,96 0,000

Nivel de confianza simultdnea = 82,43 %

Dia 4

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o = 0,05

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
Factor 4 Con 1; Con 2; Con 3; Testigo

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Factor 3 413730 137910 43,62 0,000
Error 8 25291 3161
Total 11 439021

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
56,2265 94,24 % 92,08 % 87,04 %

Medias
Factor N Media Desv.Est. ICde 95 %
Con 1 3 71,6 31,9 (-3,3; 146,4)
Con?2 3 204,4 88,2 (129,5; 279,2)
Con3 3 489,3 61,7 (414,4; 564,2)
Testigo 3 5,25 5,85 (-69,61; 80,11)

Desv.Est. agrupada = 56,2265
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Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza
de 95 %

Factor N Media Agrupacién
Con3 3 4893 A

Con 2 3 2044 B
Con 1 3 71,6 C
Testigo 3 525 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias

Diferencia
Diferencia de de las EE de Valor p
niveles medias diferencia 1ICde95% Valor T ajustado
Con2-Con 1 132,8 459 (26,9; 238,7) 2,89 0,020
Con 3 -Con 1 4177 459 (311,8;523,6) 9,10 0,000
Testigo - Con 1 -66,3 459 (-172,2; 39,5) -1,44 0,186
Con3-Con?2 2849 45,9 (179,1;390,8) 6,21 0,000
Testigo - Con 2 -199,1 45,9 (-305,0; -93,3) -4,34 0,002
Testigo - Con 3 -484,0 45,9 (-589,9; -378,2) -10,54 0,000

Nivel de confianza simultanea = 82,43 %

Dia 5

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o = 0,05

Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
Factor 4 Con 1; Con 2; Con 3; Testigo

Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F Valor p

Factor 3 2939358 979786 89,01 0,000
Error 8 88065 11008
Total 11 3027423

Resumen del modelo
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R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
104,920 97,09 % 96,00 % 93,45 %

Medias
Factor N Media Desv.Est. ICde 95 %
Con 1 3 155,6 80,4 (15)9; 295,3)
Con 2 3 900 184 (760; 1040)
Con3 3 11904 60,9 (1050,7; 1330,1)
Testigo 3 9,32 9,35 (-130,36; 149,01)

Desv.Est. agrupada = 104,920

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza
de 95 %

Factor N Media Agrupacién
Con 3 3 11904 A

Con 2 3 900 B
Con 1 3 1556 C
Testigo 3 9,32 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias

Diferencia
Diferencia de de las EE de Valor p
niveles medias diferencia 1Cde 95 % Valor T ajustado
Con2-Con1 744,5 85,7 (547,0;942,1) 8,69 0,000
Con3-Con1 1034,8 85,7 (837,2; 1232,3) 12,08 0,000
Testigo - Con 1 -146,3 85,7 (-343,8; 51,3) -1,71 0,126
Con3-Con?2 290,3 857 (92,7, 487,8) 3,39 0,010
Testigo - Con 2 -890,8 85,7 (-1088,3; -693,2) -10,40 0,000
Testigo - Con 3 -1181,1 85,7 (-1378,6; -983,5) -13,79 0,000

Nivel de confianza simultdnea = 82,43 %

Dia 6

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o = 0,05
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Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
Factor 4 Con 1; Con 2; Con 3; Testigo

Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 3 6640909 2213636 198,57 0,000
Error 8 89183 11148
Total 11 6730092
Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
105,583 98,67 % 98,18 % 97,02 %
Medias
Factor N Media Desv.Est. ICde 95 %
Con 1 3 3759 21,4 (235,3;516,4)
Con?2 3 15729 161,6 (1432,3; 1713,5)
Con3 3 17407 133,5 (1600,1; 1881,2)
Testigo 3 15,61 13,70 (-124,96; 156,18)

Desv.Est. agrupada = 105,583

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza
de 95 %

Factor N Media Agrupacién
Con 3 3 17407 A

Con 2 3 15729 A

Con 1 3 3759 B
Testigo 3 15,61 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias

Diferencia
Diferencia de de las EE de Valor p
niveles medias diferencia ICde 95 % Valor T ajustado
Con2-Con1 1197,0 86,2 (998,2; 1395,8) 13,89 0,000
Con3-Con1 1364,8 86,2 (1166,0; 1563,6) 15,83 0,000
Testigo - Con 1 -360,3 86,2 (-559,1; -161,5) -4,18 0,003
Con3-Con?2 167,8 86,2 (-31,0; 366,5) 1,95 0,088
Testigo - Con 2 -1557,3 86,2 (-1756,1; -1358,5) -18,06 0,000
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Testigo - Con 3 -1725,1 86,2 (-1923,9; -1526,3) -20,01 0,000

Nivel de confianza simultdnea = 82,43 %

Dia 7

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o = 0,05

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
Factor 4 Con 1; Con 2; Con 3; Testigo

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 3 11096000 3698667 370,69 0,000
Error 8 79823 9978

Total 11 11175823

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
99,8892 99,29 % 99,02 % 98,39 %

Medias
Factor N Media Desv.Est. ICde 95 %
Con1 3 9548 58,3 (821,8; 1087,8)
Con 2 3 19373 89,9 (1804,3; 2070,3)
Con3 3 25503 167,5 (2417,3; 2683,2)
Testigo 3 24,1 19,2 (-108,9; 157,1)

Desv.Est. agrupada = 99,8892

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza
de 95 %

Factor N Media Agrupacion
Con 3 3 25503 A

Con?2 3 19373 B
Con 1 3 9548 C
Testigo 3 24,1 D
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Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias

Diferencia
Diferencia de de las EE de Valor p
niveles medias diferencia ICde 95 % Valor T ajustado
Con2-Con1 982,5 81,6 (794,4;,1170,6) 12,05 0,000
Con3-Con1 1595,4 81,6 (1407,3; 1783,5) 19,56 0,000
Testigo - Con 1 -930,8 81,6 (-1118,8; -742,7) -11,41 0,000
Con3-Con?2 612,9 81,6 (424,8; 801,0) 7,51 0,000
Testigo - Con 2 -1913,3 81,6 (-2101,3; -1725,2) -23,46 0,000
Testigo - Con 3 -2526,2 81,6 (-2714,2; -2338,1) -30,97 0,000

Nivel de confianza simultdanea = 82,43 %

Dia 8

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o = 0,05

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
Factor 4 Con 1; Con 2; Con 3; Testigo

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Factor 3 23309794 7769931 153,54 0,000
Error 8 404835 50604
Total 11 23714629

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
224,954 98,29 % 97,65% 96,16 %

Medias
Factor N Media Desv.Est. ICde 95 %
Con 1 3 15756 30,9 (1276,1; 1875,1)
Con 2 3 2594 303 (2294; 2893)
Con3 3 3891 325 (3591; 4190)
Testigo 3 84,8 59,8 (-214,7; 384,3)
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Desv.Est. agrupada = 224,954

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza
de 95 %

Factor N Media Agrupacion
Con3 3 3891 A

Con 2 3 2594 B
Con 1 3 15756 C
Testigo 3 84,8 D

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias

Diferencia
Diferencia de de las EE de Valor p
niveles medias diferencia ICde95% Valor T ajustado
Con2-Con1 1018 184 (594; 1442) 5,54 0,001
Con 3 -Con 1 2315 184 (1891; 2739) 12,60 0,000
Testigo - Con 1 -1491 184 (-1914; -1067) -8,12 0,000
Con3-Con?2 1297 184 (873;1721) 7,06 0,000
Testigo - Con 2 -2509 184 (-2932; -2085)  -13,66 0,000
Testigo - Con 3 -3806 184 (-4229;-3382)  -20,72 0,000

Nivel de confianza simultdnea = 82,43 %

Dia 11

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o = 0,05

Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
Factor 4 Con 1; Con 2; Con 3; Testigo

Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 3 54014823 18004941 23,16 0,000
Error 8 6218684 777335
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Total 11 60233507
Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.

S R-cuad. (ajustado) (pred)
881,666 89,68 % 85,80% 76,77 %

Medias
Factor N Media Desv.Est. ICde 95 %
Con 1 3 3837 634 (2664; 5011)
Con 2 3 4365 1642 (3191; 5539)
Con 3 3 6036,0 56,8 (4862,1; 7209,8)
Testigo 3 2192 94,7 (-954,7; 1393,0)

Desv.Est. agrupada = 881,666

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza
de 95 %

Factor N Media Agrupacién
Con3 3 60360 A

Con2 3 4365 B
Con 1 3 3837 B
Testigo 3 2192 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias

Diferencia
Diferencia de de las EE de Valor p
niveles medias diferencia ICde95% Valor T ajustado
Con2-Con1 528 720 (-1132; 2188) 0,73 0,484
Con3-Con1 2198 720 (538; 3859) 3,05 0,016
Testigo - Con 1 -3618 720 (-5278; -1958) -5,03 0,001
Con3-Con?2 1671 720  (11;3331) 2,32 0,049
Testigo - Con 2 -4146 720 (-5806; -2486) -5,76 0,000
Testigo - Con 3 -5817 720 (-7477; -4157) -8,08 0,000

Nivel de confianza simultdnea = 82,43 %

Dia 12

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales
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Nivel de significancia o = 0,05

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
Factor 4 Con 1; Con 2; Con 3; Testigo

Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F Valor p

Factor 3 82111633 27370544 33,59 0,000
Error 8 6519313 814914
Total 11 88630947

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
902,726 92,64 % 89,89% 83,45%

Medias
Factor N Media Desv.Est. ICde 95 %
Con 1 3 4331 545 (3129; 5532)
Con 2 3 50043 152,8 (3802,5; 6206,2)
Con 3 3 7863 1613 (6661; 9065)
Testigo 3 526 581 (-676; 1727)

Desv.Est. agrupada = 902,726

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza
de 95 %

Factor N Media Agrupacién
Con3 3 7863 A

Con 2 3 50043 B
Con 1 3 4331 B
Testigo 3 526 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias

Diferencia
Diferencia de de las EE de Valor p
niveles medias diferencia ICde95% Valor T ajustado
Con2-Con1 674 737 (-1026; 2373) 0,91 0,387
Con3-Con1 3533 737 (1833; 5232) 4,79 0,001
Testigo - Con 1 -3805 737 (-5505; -2105) -5,16 0,001
Con3-Con?2 2859 737 (1159; 4558) 3,88 0,005
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Testigo - Con 2 -4479 737 (-6178; -2779) -6,08 0,000
Testigo - Con 3 -7338 737 (-9037; -5638) -9,95 0,000

Nivel de confianza simultdnea = 82,43 %

Dia 13

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o = 0,05

Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
Factor 4 Con 1; Con 2; Con 3; Testigo

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 3 88573677 29524559 25,79 0,000
Error 8 9158675 1144834

Total 11 97732352

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
1069,97 90,63 % 87,11 % 7891 %

Medias
Factor N Media Desv.Est. ICde 95 %
Con 1 3 4368 417  (2944; 5793)
Con 2 3 53251 109,6 (3900,5; 6749,6)
Con3 3 8186 2070 (6762; 9611)
Testigo 3 589 333 (-835; 2014)

Desv.Est. agrupada = 1069,97

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza
de 95 %

Factor N Media Agrupacion
Con 3 3 8186 A

Con2 3 53251 B

Con 1 3 4368 B
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Testigo 3 589 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias

Diferencia
Diferencia de de las EE de Valor p
niveles medias diferencia ICde95% Valor T ajustado
Con2-Con1 957 874 (-1058; 2971) 1,10 0,305
Con3-Con1 3818 874 (1803; 5833) 4,37 0,002
Testigo - Con 1 -3779 874 (-5794, -1764) -4,33 0,003
Con3-Con?2 2861 874 (847;4876) 3,28 0,011
Testigo - Con 2 -4736 874 (-6750; -2721) -5,42 0,001
Testigo - Con 3 -7597 874 (-9611; -5582) -8,70 0,000

Nivel de confianza simultdnea = 82,43 %

Dia 14

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o = 0,05

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
Factor 4 Con 1; Con 2; Con 3; Testigo

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Factor 3 80736906 26912302 26,01 0,000
Error 8 8276037 1034505
Total 11 89012943

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
1017,11 90,70 % 87,22 % 79,08 %

Medias
Factor N Media Desv.Est. ICde 95 %
Con 1 3 4528 474 (3173; 5882)
Con?2 3 5371 1734 (4017, 6725)
Con 3 3 7798 921 (6444; 9152)
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Testigo 3 589 240 (-765; 1943)

Desv.Est. agrupada = 1017,11

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza
de 95 %

Factor N Media Agrupacién
Con3 3 7798 A

Con 2 3 5371 B
Con 1 3 4528 B
Testigo 3 589 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias

Diferencia
Diferencia de de las EE de Valor p
niveles medias diferencia ICde95% Valor T ajustado
Con2-Con 1 843 830 (-1072; 2758) 1,02 0,340
Con 3 -Con 1 3271 830 (1356; 5186) 394 0,004
Testigo - Con 1 -3938 830 (-5853; -2023) -4,74 0,001
Con3-Con?2 2428 830 (512;4343) 2,92 0,019
Testigo - Con 2 -4782 830 (-6697; -2867) -5,76 0,000
Testigo - Con 3 -7209 830 (-9124; -5294) -8,68 0,000

Nivel de confianza simultdnea = 82,43 %

Dia 15

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o = 0,05

Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
Factor 4 Con 1; Con 2; Con 3; Testigo

Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 3 72570775 24190258 40,71 0,000
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Error 8 4753414 594177
Total 11 77324189

Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.

S R-cuad. (ajustado) (pred)
770,829 93,85 % 91,55% 86,17 %

Medias
Factor N Media Desv.Est. ICde 95 %
Con1 3 5081 1003 (4055; 6107)
Con 2 3 6365 1116  (5339; 7392)
Con 3 3 73658 153,8 (6339,6; 8392,1)
Testigo 3 908 319  (-118; 1935)

Desv.Est. agrupada = 770,829

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza
de 95 %

Factor N Media Agrupacién
Con3 3 73658 A

Con 2 3 6365A B
Con 1 3 5081 B
Testigo 3 908 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias

Diferencia
Diferencia de de las EE de Valor p
niveles medias diferencia ICde95% Valor T ajustado
Con2-Con1 1285 629 (-167; 2736) 2,04 0,076
Con3-Con1 2285 629 (834; 3736) 3,63 0,007
Testigo - Con 1 -4173 629 (-5624; -2721) -6,63 0,000
Con3-Con?2 1000 629 (-451; 2452) 1,59 0,151
Testigo - Con 2 -5457 629 (-6908; -4006) -8,67 0,000
Testigo - Con 3 -6458 629 (-7909; -5006) -10,26 0,000

Nivel de confianza simultdnea = 82,43 %

Dia 18
Método

Hipotesis nula Todas las medias son iguales
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Hipotesis alterna No todas las medias son iguales
Nivel de significancia o = 0,05

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
Factor 4 Con 1; Con 2; Con 3; Testigo

Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F Valor p

Factor 3 74898843 24966281 107,84 0,000
Error 8 1852013 231502
Total 11 76750856

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
481,146 97,59 % 96,68 % 94,57 %

Medias
Factor N Media Desv.Est. IC de 95 %
Con 1 3 5677 307 (5036; 6317)
Con2 3 6542 401 (5901; 7182)
Con 3 3 7575 773 (6934; 8216)
Testigo 3 1041 272 (400; 1681)

Desv.Est. agrupada = 481,146

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza
de 95%

Factor N Media Agrupacién
Con3 3  7575A

Con 2 3 6542 B
Con 1 3 5677 B
Testigo 3 1041 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias

Diferencia
Diferencia de de las EE de Valor p
niveles medias diferencia ICde95% Valor T ajustado
Con2-Con1 865 393 (-41;1771) 2,20 0,059
Con3-Con1 1898 393 (992; 2804) 4,83 0,001
Testigo - Con 1 -4636 393 (-5542; -3730) -11,80 0,000
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Con3-Con2 1033 393 (127, 1939) 2,63 0,030
Testigo - Con 2 -5501 393 (-6407; -4595) -14,00 0,000
Testigo - Con 3 -6534 393 (-7440; -5628) -16,63 0,000

Nivel de confianza simultdnea = 82,43 %

Dia 19

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o = 0,05

Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
Factor 4 Con 1; Con 2; Con 3; Testigo

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 3 76100506 25366835 531,23 0,000
Error 8 382013 47752

Total 11 76482519

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
218,521 99,50 % 99,31% 98,88 %

Medias
Factor N Media Desv.Est. ICde 95 %
Con1 3 6653 311  (6362; 6944)
Con 2 3 61883 129,5 (5897,4; 6479,3)
Con3 3 7370 225 (7079; 7661)
Testigo 3 10033 162,6 (712,4; 1294,3)

Desv.Est. agrupada = 218,521

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza
de 95 %

Factor N Media Agrupacion
Con 3 3 7370 A
Con 1 3 6653 B
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Con 2 3 61883 C
Testigo 3 1003,3 D

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias

Diferencia
Diferencia de de las EE de Valor p
niveles medias diferencia ICde95% Valor T ajustado
Con2-Con1 -465 178 (-876; -54) -2,61 0,031
Con3-Con1 717 178 (305; 1128) 4,02 0,004
Testigo - Con 1 -5650 178 (-6061; -5239) -31,67 0,000
Con3-Con?2 1182 178 (770; 1593) 6,62 0,000
Testigo - Con 2 -5185 178 (-5596; -4774) -29,06 0,000
Testigo - Con 3 -6367 178 (-6778; -5955) -35,68 0,000

Nivel de confianza simultdnea = 82,43 %

Dia 20

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o = 0,05

Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
Factor 4 Con 1; Con 2; Con 3; Testigo

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Factor 3 78500043 26166681 18,18 0,001
Error 8 11513029 1439129
Total 11 90013072

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
1199,64 87,21 % 8241 % 71,22 %

Medias
Factor N Media Desv.Est. ICde 95 %
Con 1 3 67092 152,3 (5112,0; 8306,3)
Con 2 3 7965 2322 (6368; 9562)
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Con 3 3 7107 485 (5510; 8704)
Testigo 3 1448 328 (-150; 3045)

Desv.Est. agrupada = 1199,64

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza
de 95 %

Factor N Media Agrupacion
Con 2 3 7965 A

Con 3 3 7107 A
Con 1 3 67092 A
Testigo 3 1448 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias

Diferencia
Diferencia de de las EE de Valor p
niveles medias diferencia ICde95% Valor T ajustado
Con2-Con 1 1256 979 (-1003; 3515) 1,28 0,236
Con 3 -Con 1 398 979 (-1861; 2656) 041 0,696
Testigo - Con 1 -5262 979 (-7520; -3003) -5,37 0,001
Con3-Con?2 -859 979 (-3117; 1400) -0,88 0,406
Testigo - Con 2 -6518 979 (-8777; -4259) -6,65 0,000
Testigo - Con 3 -5659 979 (-7918; -3400) -5,78 0,000

Nivel de confianza simultdnea = 82,43 %

Dia 21

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o = 0,05

Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
Factor 4 Con 1; Con 2; Con 3; Testigo

Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F Valor p
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Factor 3 102527892 34175964 76,09 0,000
Error 8 3593300 449162
Total 11 106121192

Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.

S R-cuad. (ajustado) (pred)
670,196 96,61 % 95,34 % 92,38 %

Medias
Factor N Media Desv.Est. IC de 95 %
Con 1 3 7157 488 (6264; 8049)
Con 2 3 8983 730 (8091; 9876)
Con 3 3 8010 966 (7118; 8902)
Testigo 3 1467 306 (574; 2359)

Desv.Est. agrupada = 670,196

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza
de 95 %

Factor N Media Agrupacién
Con 2 3 8983 A

Con3 3 8010A B
Con 1 3 7157 B
Testigo 3 1467 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias

Diferencia
Diferencia de de las EE de Valor p
niveles medias diferencia ICde95% Valor T ajustado
Con2-Con1 1827 547 (565; 3089) 3,34 0,010
Con3-Con1 853 547 (-409; 2115) 1,56 0,158
Testigo - Con 1 -5690 547 (-6952; -4428) -10,40 0,000
Con3-Con?2 -973 547 (-2235; 289) -1,78 0,113
Testigo - Con 2 -7517 547 (-8779; -6255) -13,74 0,000
Testigo - Con 3 -6543 547 (-7805; -5281) -11,96 0,000

Nivel de confianza simultdnea = 82,43 %

Dia 22
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Método

Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales
Nivel de significancia o = 0,05

Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
Factor 4 Con 1; Con 2; Con 3; Testigo

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 3 135000923 45000308 41,07 0,000
Error 8 8764550 1095569

Total 11 143765473

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
1046,69 93,90 % 91,62 % 86,28 %

Medias
Factor N Media Desv.Est. ICde 95 %
Con1 3 7133 1531 (5740; 8527)
Con 2 3 9898 274 (8505; 11292)
Con3 3 8060 1304 (6666; 9454)
Testigo 3 967 515 (-427; 2360)

Desv.Est. agrupada = 1046,69

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza
de 95 %

Factor N Media Agrupacion
Con2 3 9898 A

Con 3 3 8060 A B
Con 1 3 7133 B
Testigo 3 967 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias

Diferencia
Diferencia de de las EE de Valor p
niveles medias diferencia 1ICde95% Valor T ajustado
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Con2-Con 1 2765 855  (794; 4736) 3,24 0,012

Con3-Con 1 927 855 (-1044; 2897) 1,08 0,310
Testigo - Con 1 -6167 855 (-8137; -4196) -7,22 0,000
Con3-Con?2 -1838 855 (-3809; 132) -2,15 0,064
Testigo - Con 2 -8932 855 (-10902; -6961) -10,45 0,000
Testigo - Con 3 -7093 855 (-9064; -5123) -8,30 0,000

Nivel de confianza simultdnea = 82,43 %

Dia 25

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o = 0,05

Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
Factor 4 Con 1; Con 2; Con 3; Testigo

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Factor 3 160947406 53649135 39,23 0,000
Error 8 10941567 1367696
Total 11 171888973

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

1169,49 93,63% 91,25%  85,68%
Medias

Factor N Media Desv.Est. IC de 95%

Con 1 3 8630 1493 (7073; 10187)

Con 2 3 10437 955 (8880; 11994)

Con 3 3 9410 1511 (7853; 10967)

Testigo 3 1165 220 (-392; 2722)

Desv.Est. agrupada = 1169,49

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza
de 95%
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Factor N Media Agrupacion
Con 2 3 10437 A

Con 3 3 9410A
Con 1 3 8630A
Testigo 3 1165 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias

Diferencia
Diferencia de de las EE de Valor p
niveles medias diferencia 1C de 95% Valor T ajustado
Con2-Con1 1807 955  (-395; 4009) 1,89 0,095
Con3-Con1 780 955 (-1422; 2982) 0,82 0,438
Testigo - Con 1 -7465 955 (-9667; -5263) -7,82 0,000
Con3-Con?2 -1027 955 (-3229; 1175) -1,08 0314
Testigo - Con 2 -9272 955 (-11474; -7070) -9,71 0,000
Testigo - Con 3 -8245 955 (-10447; -6043) -8,63 0,000

Nivel de confianza simultanea = 82,43%

Dia 26

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o = 0,05

Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores

Factor 4 Con 1; Con 2; Con 3; Testigo

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Factor 3 119668527 39889509 20,15 0,000
Error 8 15834554 1979319
Total 11 135503081

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
1406,88 88,31% 83,93% 73, 71%

Medias
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Factor N Media Desv.Est. ICde 95%

Con 1 3 8270 1197 (6397; 10143)
Con2 3 8568 2167 (6694; 10441)
Con 3 3 8478 1333 (6605; 10351)
Testigo 3 11500 109,0 (-723,1; 3023,1)

Desv.Est. agrupada = 1406,88

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza
de 95%

Factor N Media Agrupacién
Con 2 3 8568 A

Con 3 3 8478 A

Con 1 3 8270 A

Testigo 3 11500 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias

Diferencia
Diferencia de de las EE de Valor p
niveles medias diferencia 1C de 95% Valor T ajustado
Con2-Con 1 298 1149 (-2351; 2946) 0,26 0,802
Con3-Con1 208 1149 (-2441; 2857) 0,18 0,861
Testigo - Con 1 -7120 1149 (-9769; -4471) -6,20 0,000
Con3-Con?2 -89 1149 (-2738; 2560) -0,08 0,940
Testigo - Con 2 -7418 1149 (-10066; -4769) -6,46 0,000
Testigo - Con 3 -7328 1149 (-9977; -4679) -6,38 0,000

Nivel de confianza simultanea = 82,43%

Anexo 11 Andlisis estadistico para la cinética de crecimiento de Chlorella sp.
Elaborado por: (Los Autores, 2022).
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Analisis estadistico de amoniaco

Amoniaco semana 1

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o = 0,05

Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
Factor 4 Con 1; Con 2; Con 3; Testigo
Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Factor 3 257,34 85,779 11,21 0,003
Error 8 61,23 7,653
Total 11 318,56

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

2,76645  80,78% 73,57%  56,76%
Medias

Factor N Media Desv.Est. ICde 95%

Con 1 3 11,76 4,53 (8,08; 15,44)

Con?2 3 5,67 2,65  (1,98; 9,35)

Con3 3 4193 0,896 (0,510; 7,877)

Testigo 3 15,660 1,512 (11,977; 19,343)

Desv.Est. agrupada = 2,76645

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza
de 95%

Factor N Media Agrupacion
Testigo 3 15,660 A

Con1 3 11,76 A
Con 2 3 5,67 B
Con3 3 4,193 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias
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Diferencia

Diferencia de de las EE de Valor p
niveles medias diferencia ICde 95% Valor T ajustado
Con2-Con 1 -6,09 2,26 (-11,30; -0,88) -2,70 0,027
Con 3 -Con 1 -7,57 2,26 (-12,78; -2,36) -3,35 0,010
Testigo - Con 1 3,90 2,26 (-1,31;9,11) 1,73 0,123
Con 3 -Con?2 -1,47 2,26 (-6,68;3,74) -0,65 0,533
Testigo - Con 2 9,99 2,26 (4,78; 15,20) 4,42 0,002
Testigo - Con 3 11,47 2,26 (6,26; 16,68) 5,08 0,001

Nivel de confianza simultdnea = 82,43%

Amoniaco semana 2

Método
Hipdtesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o = 0,05

Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
Factor 4 Con 1; Con 2; Con 3; Testigo

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Factor 3 0,12623 0,04208 4,04 0,051
Error 8 0,08331 0,01041
Total 11 0,20954

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
0,102047 60,24% 45,33%  10,55%

Medias

Factor N Media Desv.Est. IC de 95%
Con 1 30,6491 0,0544 (0,5132; 0,7849)
Con 2 30,5095 0,1351 (0,3737; 0,6454)
3
3

Con 3 0,3591 0,0232 (0,2232; 0,4949)
Testigo 0,5034 0,1411 (0,3675; 0,6393)

Desv.Est. agrupada = 0,102047

Comparaciones en parejas de Fisher
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Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza
de 95%

Factor N Media Agrupacion
Con 1 3 06491 A

Con 2 3 05095 A B
Testigo 3 05034 A B
Con3 30,3591 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias

Diferencia
Diferencia de de las EE de Valor p
niveles medias diferencia  IC de 95% Valor T ajustado
Con2-Con1 -0,1395 0,0833 (-0,3317; 0,0526) -1,67 0,133
Con3-Con1 -0,2900 0,0833 (-0,4821; -0,0979) -3,48 0,008
Testigo - Con 1 -0,1457 0,0833 (-0,3378; 0,0465) -1,75 0,119
Con3-Con?2 -0,1505 0,0833 (-0,3426; 0,0416) -1,81 0,109
Testigo - Con 2 -0,0061 0,0833 (-0,1983; 0,1860) -0,07 0,943
Testigo - Con 3 0,1443 0,0833 (-0,0478; 0,3365) 1,73 0,121

Nivel de confianza simultdnea = 82,43%

Amoniaco semana 3

Método
Hipdtesis nula Todas las medias son iguales
Hipdtesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o = 0,05

Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
Factor 4 Con 1; Con 2; Con 3; Testigo

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Factor 3 0,08839 0,029465 3,34 0,076
Error 8 0,07049 0,008811
Total 11 0,15888

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
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0,0938657  55,64% 39,00%  0,18%
Medias

Factor N Media Desv.Est. IC de 95%
Con 1 3 0,5399 0,0880 (0,4149; 0,6649)
Con 2 3 0,6303 0,1232 (0,5054; 0,7553)
3
3

Con3 0,5991 0,0295 (0,4741; 0,7240)
Testigo 0,4063 0,1070 (0,2813; 0,5313)

Desv.Est. agrupada = 0,0938657

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza
de 95%

Factor N Media Agrupacién
Con 2 3 06303A

Con3 3 05991 A

Con 1 3 05399 A B
Testigo 30,4063 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias

Diferencia
Diferencia de de las EE de Valor p
niveles medias diferencia  IC de 95% Valor T ajustado
Con2-Con1 0,0904 0,0766 (-0,0863; 0,2672) 1,18 0,272
Con3-Con1 0,0592 0,0766 (-0,1176; 0,2359) 0,77 0,462
Testigo - Con 1 -0,1336 0,0766 (-0,3103; 0,0431) -1,74 0,119
Con3-Con?2 -0,0313 0,0766 (-0,2080; 0,1455) -0,41 0,694
Testigo - Con 2 -0,2240 0,0766 (-0,4008; -0,0473) -2,92 0,019
Testigo - Con 3 -0,1928 0,0766 (-0,3695; -0,0160) -2,52 0,036

Nivel de confianza simultdnea = 82,43%

Amoniaco semana 4

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipdtesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o = 0,05

Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.
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Informacion del factor

Factor Niveles Valores
Factor 4 Con 1; Con 2; Con 3; Testigo

Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F Valor p

Factor 3 0,1137 0,03788 0,30 0,822
Error 8 0,9987 0,12484
Total 11 1,1124

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

0,353326 10,22% 0,00% 0,00%
Medias

Factor N Media Desv.Est. ICde 95%

Con 1 3 0,796 0,402 (0,326; 1,267)

Con 2 0,5493 0,0644 (0,0789; 1,0197)

3
Con 3 3 06630 0,1628 (0,1926; 1,1334)
Testigo 3 0,768 0,554 (0,298; 1,238)

Desv.Est. agrupada = 0,353326

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza
de 95%

Factor N Media Agrupacion
Con 1 3 079%A

Testigo 3 0,768 A
Con 3 3 06630 A
Con 2 3 05493 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias

Diferencia
Diferencia de de las EE de Valor p
niveles medias diferencia 1Cde 95% Valor T ajustado
Con2-Con1 -0,247 0,288 (-0,912; 0,418) -0,86 0417
Con3-Con1 -0,134 0,288 (-0,799; 0,532) -0,46 0,656
Testigo - Con 1 -0,028 0,288 (-0,694; 0,637) -0,10 0,924
Con3-Con?2 0,114 0,288 (-0,552; 0,779) 0,39 0,704
Testigo - Con 2 0,219 0,288 (-0,447; 0,884) 0,76 0,470
Testigo - Con 3 0,105 0,288 (-0,560; 0,770) 0,36 0,725

Nivel de confianza simultdnea = 82,43%
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Anexo 12. Analisis estadistico para amoniaco
Elaborado por: (Los Autores, 2022).
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Analisis estadistico de nitratos

Nitratos semana 1

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o = 0,05

Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
Factor 4 Con 1; Con 2; Con 3; Testigo

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Factor 3 355,68 118,561 18,01 0,001
Error 8 52,65 6,582
Total 11 408,33

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

2,56546  87,11% 82,27%  70,99%
Medias

Factor N Media Desv.Est. ICde 95%

Con 1 3 45467 1,274 (42,051; 48,882)

Con 2 3 38,37 2,71 (34,95; 41,79)

Con 3 3 34,29 3,36 (30,87; 37,71)

Testigo 3 47,91 2,47 (44,49; 51,32)

Desv.Est. agrupada = 2,56546

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza
de 95%

Factor N Media Agrupacion
Testigo 3 4791 A

Con1 3 45,467 A
Con2 3 3837 B
Con3 3 34,29 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias
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Diferencia

Diferencia de de las EE de Valor p
niveles medias diferencia ICde 95% Valor T ajustado
Con 2 -Con 1 -7,10 2,09 (-11,93;-2,27) -3,39 0,010
Con 3 -Con 1 -11,18 2,09 (-16,01; -6,35) -5,34 0,001
Testigo - Con 1 2,44 2,09 (-2,39;7,27) 1,16 0,278
Con3-Con2 -4,08 2,09 (-891;075) -1,95 0,087
Testigo - Con 2 9,54 2,09 (4,71;14,37) 4,55 0,002
Testigo - Con 3 13,62 2,09 (879; 1845) 6,50 0,000

Nivel de confianza simultdnea = 82,43%

Nitratos semana 2
Método

Hipdtesis nula Todas las medias son iguales
Hipdtesis alterna No todas las medias son iguales
Nivel de significancia o = 0,05

Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.

Informacion del factor

Niveles Valores
4 Con 1; Con 2; Con 3; Testigo

Analisis de Varianza

Factor
Factor

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 3 37,02 12,34 0,28 0,839
Error 8 353,68 44,21
Total 11 390,69
Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
6,64903 9,47% 0,00% 0,00%
Medias
Factor N Media Desv.Est. IC de 95%
Con 1 3 38,30 2,85 (29,45; 47,16)
Con 2 3 43,12 2,80 (34,27; 51,97)
Con 3 3 41,33 11,29 (32,48; 50,18)
Testigo 3 41,72 5,78 (32,87; 50,58)

Desv.Est. agrupada = 6,64903

Comparaciones en parejas de Fisher

123




Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza
de 95%

Factor N Media Agrupacion
Con 2 3 4312A

Testigo 3 4172 A
Con 3 3 4133A
Con 1 3 3830A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias

Diferencia

Diferencia de de las EE de Valor p
niveles medias diferencia 1Cde 95% Valor T ajustado
Con2-Con1 4,82 543 (-7,70; 17,34) 0,89 0,401
Con3-Con1 3,03 543 (-9,49; 15,54) 0,56 0,593
Testigo - Con 1 3,42 543 (-9,10; 15,94) 0,63 0,546
Con3-Con?2 -1,79 543 (-14,31; 10,73) -0,33 0,750
Testigo - Con 2 -1,40 543 (-13,91; 11,12) -0,26 0,804
Testigo - Con 3 0,40 543 (-12,12; 12,91) 0,07 0,944
Nivel de confianza simultdnea = 82,43%

Nitratos semana 3

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o = 0,05

Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
Factor 4 Con 1; Con 2; Con 3; Testigo

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Factor 3 12,35 4,116 0,66 0,598
Error 8 49,66 6,208
Total 11 62,01

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
249150 19,91% 0,00% 0,00%
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Medias
Factor N Media Desv.Est. IC de 95%

Con 1 3 44,57 1,96 (41,26; 47,89)
Con 2 3 4562 2,18 (42,31;48,94)
Con 3 3 4714 1,96 (43,82; 50,45)
Testigo 3 46,81 3,52 (43,49; 50,12)

Desv.Est. agrupada = 2,49150

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza
de 95%

Factor N Media Agrupacién
Con3 3 4714 A

Testigo 3 46,81 A
Con 2 3 4562 A
Con 1 3 4457 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias

Diferencia

Diferencia de de las EE de Valor p
niveles medias diferencia ICde 95% Valor T ajustado
Con2-Con1 1,05 2,03 (-3,64; 5,74) 0,52 0,619
Con3-Con1 2,56 2,03 (-2,13; 7,25) 1,26 0,243
Testigo - Con 1 2,23 2,03 (-2,46; 6,93) 1,10 0,304
Con3-Con?2 1,51 2,03 (-3,18; 6,20) 0,74 0479
Testigo - Con 2 1,18 2,03 (-3,51;5,87) 0,58 0,577
Testigo - Con 3 -0,33 2,03 (-5,02; 4,36) -0,16 0,875
Nivel de confianza simultdnea = 82,43%

Nitratos semana 4

Método
Hipdtesis nula Todas las medias son iguales
Hipdtesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o = 0,05

Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
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Factor 4 Con 1; Con 2; Con 3; Testigo
Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Factor 3 44,08 14,69 0,50 0,691
Error 8 233,58 29,20
Total 11 277,66

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

540347 15,88% 0,00% 0,00%
Medias

Factor N Media Desv.Est. ICde 95%

Con 1 3 40,87 2,78 (33,68; 48,07)

Con2 3 36,10 3,48 (28,90; 43,29)

Con3 3 36,348 1,472 (29,154; 43,542)

Testigo 3 37,19 9,73 (29,99; 44,38)

Desv.Est. agrupada = 5,40347

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza
de 95%

Factor N Media Agrupacion
Con1 3 4087 A

Testigo 3 37,19 A
Con 3 3 36348 A
Con 2 3 3610A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias

Diferencia
Diferencia de de las EE de Valor p
niveles medias diferencia 1ICde 95% Valor T ajustado
Con2-Con1 -4,77 4,41 (-14,95; 5,40) -1,08 0311
Con3-Con1 -4,52 4,41 (-14,70; 5,65) -1,03 0,335
Testigo - Con 1 -3,69 4,41 (-13,86; 6,49) -0,84 0,428
Con3-Con?2 0,25 4,41 (-9,92; 10,43) 0,06 0,956
Testigo - Con 2 1,09 4,41 (-9,09; 11,26) 0,25 0,811
Testigo - Con 3 0,84 4,41 (-9,34; 11,01) 0,19 0,854

Nivel de confianza simultdnea = 82,43%

Anexo 13. Andlisis estadistico para nitratos
Elaborado por: (Los Autores, 2022).
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Analisis estadistico de fosfatos

Fosfatos semana 1

Método
Hipdtesis nula Todas las medias son iguales
Hipétesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o = 0,05

Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
Factor 4 Con 1; Con 2; Con 3; Testigo

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Factor 3 769,5 256,52 14,49 0,001
Error 8 141,7 17,71
Total 11 911,2

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

4,20799 84,45% 78,62%  65,02%
Medias

Factor N Media Desv.Est. IC de 95%

Con 1 3 48,36 2,54 (42,75; 53,96)

Con 2 3 44,19 4,11 (38,58; 49,79)

Con3 3 38,76 5,47 (33,15; 44,36)

Testigo 3 60,51 4,20 (54,90; 66,11)

Desv.Est. agrupada = 4,20799

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza
de 95%

Factor N Media Agrupacién
Testigo 3 6051 A

Con 1 3 4836 B
Con2 3 4419 B C
Con 3 3 3876 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias

Diferencia
Diferencia de de las EE de Valor p
niveles medias diferencia ICde 95% Valor T ajustado
Con2-Con1 -4,17 3,44 (-12,09; 3,75) -1,21 0,259
Con3-Con1 -9,60 3,44 (-17,52; -1,68) -2,79 0,023
Testigo - Con 1 12,15 3,44 (4,23;20,07) 3,54 0,008
Con3-Con?2 -5,43 3,44 (-13,35; 2,49) -1,58 0,153
Testigo - Con 2 16,32 3,44 (8,40; 24,24) 4,75 0,001
Testigo - Con 3 21,75 3,44 (13,83; 29,67) 6,33 0,000

Nivel de confianza simultdnea = 82,43%

Fosfatos semana 2

Método
Hipdtesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o = 0,05

Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
Factor 4 Con 1; Con 2; Con 3; Testigo

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Factor 3 108,4 36,12 1,52 0,283
Error 8 190,4 23,80
Total 11 298,7

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

487815 36,27% 12,37% 0,00%
Medias

Factor N Media Desv.Est. IC de 95%

Con 1 3 28,259 0,930 (21,764; 34,753)

Con 2 3 31,89 2,66 (25,40; 38,38)

Con3 3 23,46 3,21 (16,96; 29,95)

Testigo 3 28,52 8,77 (22,03; 35,02)

Desv.Est. agrupada = 4,87815
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Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza
de 95%

Factor N Media Agrupacion
Con2 3 3189A

Testigo 3 2852 A
Con 1 3 28259 A
Con 3 3 2346 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias

Diferencia
Diferencia de de las EE de Valor p
niveles medias diferencia ICde 95% Valor T ajustado
Con2-Con 1 3,63 3,98 (-5,55; 12,82) 0,91 0,389
Con3-Con1 -4,80 3,98 (-13,99; 4,38) -1,21 0,262
Testigo - Con 1 0,27 3,98 (-8,92; 9,45) 0,07 0,948
Con3-Con?2 -8,43 3,98 (-17,62; 0,75) -2,12 0,067
Testigo - Con 2 -3,36 3,98 (-12,55; 5,82) -0,84 0423
Testigo - Con 3 5,07 3,98 (-4,12; 14,25) 1,27 0,239

Nivel de confianza simultdnea = 82,43%

Fosfatos semana 3

Método
Hipdtesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o = 0,05

Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
Factor 4 Con 1; Con 2; Con 3; Testigo

Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F Valor p

Factor 3 517,7 172,6 1,14 0,391
Error 8 12131 151,6
Total 11 1730,8

Resumen del modelo
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R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

12,3140 29,91% 3,63% 0,00%
Medias

Factor N Media Desv.Est. IC de 95%

Con 1 3 36,76 15,26 (20,37; 53,15)

Con 2 3 28,6 18,2 (12,3; 45,0)

Con 3 3 25,37 583 (8,97; 41,76)

Testigo 3 18,50 2,75 (2,10; 34,89)

Desv.Est. agrupada = 12,3140

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza
de 95%

Factor N Media Agrupacion
Con 1 3 3676 A

Con 2 3 28,6 A
Con3 3 2537A
Testigo 3 1850 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias

Diferencia
Diferencia de de las EE de Valor p
niveles medias diferencia ICde 95% Valor T ajustado
Con2-Con1 -8,1 10,1 (-31,3; 15,1) -0,81 0,443
Con3-Con1 -11,4 10,1 (-34,6; 11,8) -1,13 0,290
Testigo - Con 1 -18,3 10,1 (-41,4; 4,9 -1,82 0,107
Con3-Con?2 -33 10,1 (-26,5; 19,9) -0,33 0,753
Testigo - Con 2 -10,2 10,1 (-33,3; 13,0 -1,01 0,342
Testigo - Con 3 -6,9 10,1 (-30,1; 16,3) -0,68 0,514

Nivel de confianza simultdnea = 82,43%

Fosfatos semana 4

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o = 0,05
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Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
Factor 4 Con 1; Con 2; Con 3; Testigo

Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 3 1,796 0,5988 0,40 0,760
Error 8 12,121 1,5152
Total 11 13,918
Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
1,23091 12,91% 0,00% 0,00%
Medias
Factor N Media Desv.Est. IC de 95%
Con 1 3 14,70 1,99 (13,06; 16,34)
Con?2 3 13,838 0,875 (12,200; 15,477)
Con3 3 13,990 0,231 (12,351; 15,629)
Testigo 3 13,687 1,137 (12,048; 15,326)

Desv.Est. agrupada = 1,23091

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza
de 95%

Factor N Media Agrupacion
Con 1 3 1470 A
Con 3 3 13,990 A
Con 2 3 13,838 A
Testigo 3 13,687 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias

Diferencia
Diferencia de de las EE de Valor p
niveles medias diferencia ICde 95% Valor T ajustado
Con2-Con1 -0,86 1,01 (-3,18; 1,46) -0,85 0418
Con3-Con1 -0,71 1,01 (-3,02; 1,61) -0,70 0,502
Testigo - Con 1 -1,01 1,01 (-3,33; 1,31) -1,01 0,344
Con3-Con?2 0,15 1,01 (-2,17; 2,47) 0,15 0,884
Testigo - Con 2 -0,15 1,01 (-2,47; 2,17) -0,15 0,884
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Testigo - Con 3 -0,30

Nivel de confianza simultdnea = 82,43%

1,01 (-2,62; 2,01)

-0,30

0,771

Anexo 14. Analisis estadistico para fosfatos
Elaborado por: (Los Autores, 2022).
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Anélisis estadistico de pH

pH semana 1

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o = 0,05

Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
Factor 4 Con 1; Con 2; Con 3; Testigo

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Factor 3 0,9556 0,31855 4,16 0,047
Error 8 06119 0,07648
Total 11 1,5675

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
0,276557  60,97% 46,33% 12,17%

Medias

Factor N Media Desv.Est. IC de 95%
Con 1 39,0887 0,0425 (8,7205; 9,4569)
Con 2 3 91890 0,1506 (8,8208; 9,5572)
Con3 3 9,381 0,257 (9,013; 9,749)
Testigo 3 8,615 0,464 (8,246; 8,983)

Desv.Est. agrupada = 0,276557

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza
de 95%

Factor N Media Agrupacion
Con3 3 9381A

Con 2 3 91890 A
Con 1 39,0887 A B
Testigo 3 8,615 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias
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Diferencia

Diferencia de de las EE de Valor p
niveles medias diferencia IC de 95% Valor T ajustado
Con 2 -Con 1 0,100 0,226 (-0,420; 0,621) 044 0,669
Con3-Con 1 0,292 0,226 (-0,228;0,813) 1,29 0,232
Testigo - Con 1 -0474 0,226 (-0,995; 0,047) -2,10 0,069
Con3-Con2 0,192 0,226 (-0,329; 0,713) 0,85 0,420
Testigo - Con 2 -0,574 0,226 (-1,095; -0,054) -2,54 0,035
Testigo - Con 3 -0,766 0,226 (-1,287; -0,246) -3,39 0,009

Nivel de confianza simultanea = 82,43%

pH semana 2

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o = 0,05

Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
Factor 4 Con 1; Con 2; Con 3; Testigo

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Factor 3 1,1392 0,37972 16,38 0,001
Error 8 0,1854 0,02318
Total 11 1,3246

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
0,152251 86,00% 80,75%  68,50%

Medias

Factor N Media Desv.Est. IC de 95%

Con 1 3 8,26733 0,00503 (8,06463; 8,47004)

Con 2 3 8,2083 0,1655 (8,0056; 8,4110)
3
3

Con 3 8,3713 0,0376 (8,1686; 8,5740)
Testigo 8,981 0,253  (8,778; 9,184)

Desv.Est. agrupada = 0,152251

Comparaciones en parejas de Fisher
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Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza
de 95%

Factor N Media Agrupacion
Testigo 3 8981 A

Con 3 3 83713 B
Con 1 3 826733 B
Con2 3 82083 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias

Diferencia
Diferencia de de las EE de Valor p
niveles medias diferencia 1Cde 95% Valor T ajustado
Con2-Con1 -0,059 0,124 (-0,346; 0,228) -0,47 0,648
Con3-Con1 0,104 0,124 (-0,183; 0,391) 0,84 0,427
Testigo - Con 1 0,714 0,124 (0,427; 1,000) 574 0,000
Con3-Con?2 0,163 0,124 (-0,124; 0,450) 1,31 0,226
Testigo - Con 2 0,773 0,124 (0,486; 1,059) 6,22 0,000
Testigo - Con 3 0,610 0,124 (0,323; 0,896) 4,90 0,001

Nivel de confianza simultanea = 82,43

pH semana 3

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o = 0,05

Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
Factor 4 Con 1; Con 2; Con 3; Testigo

Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F Valor p

Factor 3 0,1824 0,06081 1,62 0,260
Error 8 0,3007 0,03759
Total 11 04832

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
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0,193886  37,76% 14,42%  0,00%
Medias

Factor N Media Desv.Est. IC de 95%
Con 1 38,6600 0,1345 (8,4019; 8,9181)
Con 2 3 85767 0,0902 (8,3185; 8,8348)
Con 3 3 8,687 0,228 (8,429; 8,945)
Testigo 3 8910 0,269 (8,652; 9,168)

Desv.Est. agrupada = 0,7193886

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza
de 95%

Factor N Media Agrupacién
Testigo 3 8910 A

Con 3 3 8687 A
Con 1 3 86600 A
Con2 3 85767 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias

Diferencia

Diferencia de de las EE de Valor p
niveles medias diferencia 1Cde95% Valor T ajustado
Con2-Con1 -0,083 0,158 (-0,448; 0,282) -0,53 0,613
Con3-Con1 0,027 0,158 (-0,338; 0,392) 017 0,870
Testigo - Con 1 0,250 0,158 (-0,115; 0,615) 1,58 0,153
Con3-Con?2 0,110 0,158 (-0,255; 0,475) 0,69 0,507
Testigo - Con 2 0,333 0,158 (-0,032; 0,698) 2,11 0,068
Testigo - Con 3 0,223 0,158 (-0,142; 0,588) 1,41 0,196
Nivel de confianza simultanea = 82,43%

pH semana 4

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o = 0,05

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor
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Factor Niveles Valores
Factor 4 Con 1; Con 2; Con 3; Testigo

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 3 0,03762 0,012542 1,84 0,217
Error 8 005440  0,006800

Total 11 0,09203

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

0,0824621  40,89% 18,72% 0,00%
Medias

Factor Media Desv.Est. IC de 95%

Con 1 9,0300 0,1442 (8,9202; 9,1398)

Con 3 9,0833 0,0416 (8,9735; 9,1931)

N
3
Con 2 39,0433 0,0306 (8,9335; 9,1531)
3
Testigo 3 91733 0,0611 (9,0635; 9,2831)

Desv.Est. agrupada = 0,0824621

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza
de 95%

Factor N Media Agrupacion

Testigo 3 91733 A
Con3 3 9,0833 A
Con 2 3 90433 A
Con 1 3 19,0300 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias

Diferencia
Diferencia de de las EE de Valor p
niveles medias diferencia IC de 95% Valor T ajustado
Con2-Con1 0,0133 0,0673 (-0,1419; 0,1686) 0,20 0,848
Con3-Con1 0,0533 0,0673 (-0,1019; 0,2086) 0,79 0,451
Testigo - Con 1 0,1433 0,0673 (-0,0119; 0,2986) 2,13 0,066
Con3-Con?2 0,0400 0,0673 (-0,1153; 0,1953) 0,59 0,569
Testigo - Con 2 0,1300 0,0673 (-0,0253; 0,2853) 1,93 0,090
Testigo - Con 3 0,0900 0,0673 (-0,0653; 0,2453) 1,34 0,218

Nivel de confianza simultdnea = 82,43%

Anexo 15. Analisis estadistico para pH
Elaborado por: (Los Autores, 2022).
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Analisis estadisticos de conductividad

Conductividad semana 1

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o = 0,05

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
Factor 4 Con 1; Con 2; Con 3; Testigo

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 3 0009167  0,003056 1,22 0,363
Error 8 0,020000  0,002500

Total 11 0029167

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

0,05 31,43% 571% 0,00%

Medias
Factor N Media Desv.Est. IC de 95%
Con 1 3 2845 0,0 (284,4; 284,6)
Con 2 3 284,467 0,058 (284,400; 284,533)
Con 3 3 284,433 0,058 (284,367; 284,500)
Testigo 3 284,433 0,058 (284,367; 284,500)

Desv.Est. agrupada = 0,05

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza
de 95%

Factor N Media Agrupacién
Con 1 3 2845 A
Con2 3 284,467 A
Testigo 3 284,433 A
Con 3 3 284433 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias

Diferencia
Diferencia de de las EE de Valor p
niveles medias diferencia 1C de 95% Valor T ajustado
Con2-Con1 -0,0333 0,0408 (-0,1275; 0,0608) -0,82 0,438
Con3-Con1 -0,0667 0,0408 (-0,1608; 0,0275) -1,63 0,141
Testigo - Con 1 -0,0667 0,0408 (-0,1608; 0,0275) -1,63 0,141
Con3-Con?2 -0,0333 0,0408 (-0,1275; 0,0608) -0,82 0,438
Testigo - Con 2 -0,0333 0,0408 (-0,1275; 0,0608) -0,82 0,438
Testigo - Con 3 0,0000 0,0408 (-0,0941; 0,0941) 0,00 1,000

Nivel de confianza simultanea = 82,43%

Conductividad semana 2
Método

Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales
Nivel de significancia o = 0,05

Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.

Informacion del factor

Niveles Valores
4 Con 1; Con 2; Con 3; Testigo

Analisis de Varianza

Factor
Factor

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 3 0,09667 0,032222 4,30 0,044
Error 8 0,06000 0,007500
Total 11 0,15667
Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
0,0866025 61,70% 47,34%  13,83%
Medias
Factor N Media Desv.Est. IC de 95%
Con 1 3 285,133 0,058 (285,018; 285,249)
Con 2 3 285,167 0,058 (285,051; 285,282)
Con3 3 285,2 0,0 (285,1; 285,3)
Testigo 3 284,967 0,153 (284,851; 285,082)

Desv.Est. agrupada = 0,0866025
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Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza
de 95%

Factor N Media Agrupacion
Con 3 3 2852A

Con 2 3 285,167 A

Con 1 3 285133 A

Testigo 3 284,967 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias

Diferencia
Diferencia de de las EE de Valor p
niveles medias diferencia IC de 95% Valor T ajustado
Con2-Con 1 0,0333 0,0707 (-0,1297; 0,1964) 047 0,650
Con3-Con 1 0,0667 0,0707 (-0,0964; 0,2297) 0,94 0,373
Testigo - Con 1 -0,1667 0,0707 (-0,3297; -0,0036) -2,36 0,046
Con3-Con?2 0,0333 0,0707 (-0,1297; 0,1964) 047 0,650
Testigo - Con 2 -0,2000 0,0707 (-0,3631; -0,0369) -2,83 0,022
Testigo - Con 3 -0,2333 0,0707 (-0,3964; -0,0703) -3,30 0,011

Nivel de confianza simultanea = 82,43%

Conductividad semana 3

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o = 0,05

Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
Factor 4 Con 1; Con 2; Con 3; Testigo

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Factor 3 0,02917 0,009722 0,97 0,452
Error 8 0,08000 0,010000
Total 11 0,10917

Resumen del modelo
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R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

0,1 26,72% 0,00% 0,00%

Medias
Factor N Media Desv.Est. IC de 95%
Con 1 3 285,133 0,058 (285,000; 285,266)
Con 2 3 285,200 0,100 (285,067; 285,333)
Con 3 3 285,167 0,058 (285,034; 285,300)
Testigo 3 285,267 0,153 (285,134; 285,400)

Desv.Est. agrupada = 0,1

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza
de 95%

Factor N Media Agrupacion
Testigo 3 285,267 A
Con 2 3 285,200 A
Con 3 3 285,167 A
Con 1 3 285133 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias

Diferencia
Diferencia de de las EE de Valor p
niveles medias diferencia IC de 95% Valor T ajustado
Con2-Con1 0,0667 0,0816 (-0,1216; 0,2550) 0,82 0438
Con3-Con 1 0,0333 0,0816 (-0,1550; 0,2216) 0,41 0,694
Testigo - Con 1 0,1333 0,0816 (-0,0550; 0,3216) 1,63 0,141
Con3-Con?2 -0,0333 0,0816 (-0,2216; 0,1550) -0,41 0,694
Testigo - Con 2 0,0667 0,0816 (-0,1216; 0,2550) 0,82 0438
Testigo - Con 3 0,1000 0,0816 (-0,0883; 0,2883) 1,22 0,256

Nivel de confianza simultanea = 82,43%

Conductividad semana 4

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o = 0,05
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Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
Factor 4 Con 1; Con 2; Con 3; Testigo

Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F Valor p

Factor 3 0,002500 0,000833 0,03 0,993
Error 8 0,240000 0,030000
Total 11 0,242500

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

0,173205 1,03% 0,00% 0,00%
Medias

Factor N Media Desv.Est. IC de 95%

Con 1 3 285,167 0,058 (284,936; 285,397)

Con?2 3 285,200 0,100 (284,969; 285,431)

Con3 3 285,167 0,058 (284,936; 285,397)

Testigo 3 285,167 0,321 (284,936; 285,397)

Desv.Est. agrupada = 0,173205

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza
de 95%

Factor N Media Agrupacion
Con 2 3 285,200 A
Testigo 3 285,167 A
Con 3 3 285,167 A
Con 1 3 285,167 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias

Diferencia
Diferencia de de las EE de Valor p
niveles medias diferencia 1Cde 95% Valor T ajustado
Con2-Con1 0,033 0,141 (-0,293; 0,359) 0,24 0,820
Con3-Con1 0,000 0,141 (-0,326; 0,326) 0,00 1,000
Testigo - Con 1 0,000 0,141 (-0,326; 0,326) 0,00 1,000
Con3-Con?2 -0,033 0,141 (-0,359; 0,293) -0,24 0,820
Testigo - Con 2 -0,033 0,141 (-0,359; 0,293) -0,24 0,820
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Testigo - Con 3 0,000

Nivel de confianza simultanea = 82,43%

0,141 (-0,326; 0,326) 0,00

1,000

Anexo 16. Analisis estadistico para conductividad

Elaborado por: (Los Autores, 2022).
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Analisis estadistico de coliformes fecales

Coliformes totales

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o = 0,05

Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
Factor 4 Con 1; Con 2; Con 3; Testigo

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Factor 3 22666667 7555556 0,31 0,819
Error 8 196000000 24500000
Total 11 218666667

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

4949,75 10,37% 0,00% 0,00%
Medias

Factor N Media Desv.Est. IC de 95%

Con 1 3 2333 4041 (-4257; 8923)

Con 2 3 2333 577 (-4257; 8923)

Con3 3 3000 1000 (-3590; 9590)

Testigo 3 5667 8963 (-923; 12257)

Desv.Est. agrupada = 4949,75

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza
de 95%

Factor N Media Agrupacion
Testigo 3 5667 A

Con3 3 3000 A
Con2 3 2333A
Con 1 3 2333A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias
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Diferencia

Diferencia de de las EE de Valor p
niveles medias diferencia 1Cde 95% Valor T ajustado
Con 2 -Con 1 0 4041 (-9320; 9320) 0,00 1,000
Con3-Con 1 667 4041 (-8653; 9986) 0,16 0,873
Testigo - Con 1 3333 4041 (-5986; 12653) 0,82 0433
Con3-Con2 667 4041 (-8653; 9986) 0,16 0,873
Testigo - Con 2 3333 4041 (-5986; 12653) 0,82 0433
Testigo - Con 3 2667 4041 (-6653; 11986) 0,66 0,528

Nivel de confianza simultanea = 82,43%

Aerobios totales

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o = 0,05

Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
Factor 4 Con 1; Con 2; Con 3; Testigo

Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F Valor p

Factor 3 4666671 1555557 0,39 0,764
Error 8 31981344 3997668
Total 11 36648015

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

199942 12,73% 0,00% 0,00%
Medias

Factor N Media Desv.Est. IC de 95%

Con 1 3 2335 2515 (-327; 4997)

Con?2 3 1333 577 (-1329; 3995)

Con 3 3 2667 1528 (5; 5329)

Testigo 3 3000 2646 (338; 5662)

Desv.Est. agrupada = 1999,42

Comparaciones en parejas de Fisher
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Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza

de 95%
Factor N Media Agrupacion
Testigo 3 3000 A
Con3 3 2667 A
Con 1 3 2335 A
Con 2 3 1333A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias

Diferencia
Diferencia de de las EE de Valor p
niveles medias diferencia ICde 95% Valor T ajustado
Con2-Con1 -1001 1633 (-4766; 2763) -0,61 0,557
Con3-Con1 332 1633 (-3433; 4097) 0,20 0,844
Testigo - Con 1 665 1633 (-3099; 4430) 0,41 0,694
Con3-Con?2 1333 1633 (-2431; 5098) 0,82 0,438
Testigo - Con 2 1667 1633 (-2098; 5431) 1,02 0,337
Testigo - Con 3 333 1633 (-3431; 4098) 0,20 0,843

Nivel de confianza simultanea = 82,43%

Anexo 17. Anélisis estadistico para bacterias
Elaborado por: (Los Autores, 2022).
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