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Resumen

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar la capacidad de biorremediacion a escala
laboratorio de nitratos y amoniaco de las aguas del rio San Pedro, mediante un consorcio microalgal
que fue aislado de las muestras de agua de rio, el cual esta conformado por Chlorella sp y Diatomeas
sp. nativas del mismo, de igual manera se realizdé pruebas microbioldgicas en que se identifico
coliformes totales. Se aplico un disefio experimental completamente al azar, el cual consistié de un
testigo (agua de rio) y 4 tratamientos, con tres repeticiones cada uno; T1: 920 mL agua de rio + 80
mL de consorcio microalgal + fotoperiodo, T2: 920 mL agua sintética + 80 mL consorcio microalgal
+ fotoperiodo, T3: 920 mL agua de rio +80 mL consorcio microalgal + oscuridad y T4: 920 mL agua
sintética + 80 mL consorcio microalgal + oscuridad, con condiciones fisicas de: pH un rango entre
6.5y 7.5, temperatura 15 °C a 28 °C, aireacion constante y fotoperiodo de 2000 lux. El tiempo de
evaluacion de los tratamientos fue de 4 semanas; el conteo celular se realizé dos veces por semana,
para el analisis de nitratos se realizd cada semana y para el andlisis de amoniaco se realiz6 en la

segunda y cuarta semana.

Los resultados al finalizar la investigacion fueron: el cultivo del consorcio alcanzé una densidad
celular de 9.26x10* Cel/mL, el mejor tratamiento para remover nitratos fue el T1, el cual alcanzé un
porcentaje de remocion de 97.59 % y el mejor tratamiento para amoniaco fue el T3 con valores de

0.53 mg/L inicialmente y terminando con 0.55 mg/L.

Mediante esta investigacion, se ha demostrado que la microalga Chlorella sp posee una gran

capacidad para absorber y eliminar contaminantes presentes en las aguas residuales.

Palabras claves: Ficorremediacion, Chlorella sp, Tratamientos, Densidad celular



Abstract

The objective of this research was to evaluate the bioremediation capacity at laboratory scale of nitrates and
ammonia in the waters of the San Pedro river, by means of a microalgal consortium that was isolated from the
river water samples, which is composed of Chlorella sp and Diatomeas sp. native to the river, as well as
microbiological tests in which total coliforms were identified. A completely randomized experimental design
was applied, which consisted of a control (river water) and 4 treatments, with three replicates each; T1: 920 mL
river water + 80 mL of microalgal consortium + photoperiod, T2: 920 mL synthetic water + 80 mL microalgal
consortium + photoperiod, T3: 920 mL river water +80 mL microalgal consortium + darkness and T4: 920 mL
synthetic water + 80 mL microalgal consortium + darkness, with physical conditions of: pH a range between 6.
5to 7.5, temperature 15 °C to 28 °C, constant aeration and photoperiod of 2000 lux.

The evaluation time of the treatments was 4 weeks; the cell count was performed twice a week, for the nitrate
analysis it was performed every week and for the ammonia analysis it was performed in the second and fourth
week. The results at the end of the investigation were: the consortium culture reached a cell density of 9.26x10*
cells/mL, the best treatment for nitrate removal was T1, which reached a removal percentage of 97.59 % and the
best treatment for ammonia was T3 with values of 0.53 mg/L initially and ending with 0.55 mg/L.

Through this research, it has been demonstrated that the microalgae Chlorella sp has a great capacity to absorb

and eliminate pollutants present in wastewater.

Key words: Phycoremediation, Chlorella sp, Treatments, Cell density
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1 Introduccion

Las caracteristicas geoldgicas, asi como su ubicacion geografica hace que Ecuador cuente con
una abundante distribucion natural de recursos hidricos en todo su territorio. Uno de los
afluentes que conforman este recurso es el rio San Pedro, dado que es uno de los mas
importantes de Quito, nace principalmente en las faldas orientales de las montafias occidentales
principalmente en los deshielos del volcan Illinizas, cubre un area de 432.0 km. Atravesando
zonas de Machachi, Cumbaya, Valle de los Chillos y Sangolqui. Ademas, que conecta con los
rios Pita, Chiche y Pedregal y Guambi por ende se puede comprender que es un ciclo

hidrolégico importante en todo su trayecto (Pilalumbo, 2020).

Sin embargo y como menciona (Quilumbaqui, 2017), el crecimiento demografico debido al
desarrollo de las actividades industriales y agricolas, y las altas concentraciones de materia
organica liberadas por las aguas residuales domésticas, urbanas e industriales derivadas de las
zonas que atraviesa el rio llegan a la superficies del mismo, los cuales han ocasionado su
alteracion, principalmente en los sistemas de alimentacion y riego de los sistemas agricolas
produciendo efectos de eutrofizacion. Ademads, por falta de tratamiento provoca el aumento
dramatico de amoniaco y nitrato, que pueden ser contaminantes de alto riesgo, también reduce
el contenido de oxigeno del agua, ocasionando cambios en la vida acuatica y la vida silvestre
en estas aguas dulces, asi como también afecta la salud humana y socioeconoémica de la

poblacion (Baldiris et al., 2019).

En la actualidad, uno de los problemas es el manejo inadecuado de los vertidos industriales
tanto de los sectores domésticos y el alcantarillado. Segin EPMAPS, Empresa Metropolitana
de Agua Potable y Saneamiento, la ciudad de Quito descarga aguas residuales sin tratar a

quebradas y rios circundantes aproximadamente un caudal de 128 Densidad de Caudal Masica



(MGD). FONAG, empresa Fondo para la proteccion del agua describe el rio San Pedro “como
altamente contaminado, con base en analisis quimicos y biologicos” de esta manera se observa
como impacta de manera negativa las aguas naturales de los rios, principalmente en el riego de
los sistemas de cultivo desencadenando efectos eutrofizados. Ademas, reduce el oxigeno en el

agua provocando alteraciones tanto de la vida terrestre como la acuatica (Baldiris et al., 2019).

Acurio-Arciniegas, 2017 afirman que las tecnologias utilizadas hoy en dia en el proceso de
remediar aguas residuales por medio de tratamientos fisicos, quimicos y bioldgicos, incluyendo
otros como lixiviacion, filtracion de membrana, extraccion de solventes para su aplicacion
depende de la carga orgédnica de los componentes presentes en el agua y los costos son
necesariamente altos. Aplicando el proceso de biorremediacion con el uso de microalgas y
como describe (Cipriano, 2021), los procedimientos implicados son considerados efectivos, por
su bajo costo y por ser accesible con el medio ambiente. De la misma manera (H. Hernandez,
2020) explica que los tratamientos aplicados con microalgas facilitan el control de parametros

o condiciones que requiere el proceso.

Las microalgas son microorganismos tanto procariotas como eucariotas fotosintéticas, que por
su estructura multicelular les permite desarrollarse rapidamente, también tienen capacidad para
aprovechar los nutrientes inorganicos, por ende, estas tienen una alta tolerancia a los metales
pesados, de la misma manera tienen la capacidad de crecer de manera autotrofica y heterotrofica

(Velaet al., 2019).

Estudios realizados por (Jacome et al., 2021) dan a conocer que la biorremediacion con
microalgas del género Chlorella y Pseudomonas fueron una alternativa efectiva al momento de
remover nitratos y amoniaco puesto que alcanzaron una remocion de un 65 %. Mientras que

estudios realizados por (Vela et al., 2020) dan a conocer que un consorcio microalgal de



Chlorella sp alcanzaron una remocioén de amoniaco de un 82.5 % valores viables para una

biorremediacion.

Las microalgas ademas de remover nitratos y amoniaco en el agua, tiene la capacidad de
mejorar ciertos parametros como: Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO), Oxigeno disuelto,
Demanda Quimica de Oxigeno (DQO), pH entre otros beneficios, ya que tienen la capacidad
mejorar la calidad fisico-quimica del agua residual, convirtiéndose en una excelente alternativa

para el ambiente, asi como de bajo costo para el tratamiento de efluentes (Bolafios et al., 2017).

Por lo siguiente el objetivo planteado es evaluar la capacidad de las microalgas para
biorremediar nitratos y amoniaco a escala de laboratorio, para lo cual se medira los
contaminantes tanto fisicos, quimicos y microbioldgicos presentes en las muestras de agua del
rio San Pedro, posteriormente se realizara técnicas de siembra y aislamiento para el desarrollo
de la especie Chlorella sp y por medio de un consorcio microalgal remover los contaminantes

(M. Ortiz et al., 2018).

Por lo tanto, la hipdtesis que se planted es que las microalgas pueden eliminar altas
concentraciones de nitratos y amoniaco de las muestras de agua del rio San pedro. Mientras que
la hipotesis alternativa es que las microalgas nativas no pueden eliminar altas concentraciones

de nitratos y amoniaco de las muestras de agua del rio San pedro.



2 Fundamentacion teorica

2.1 Contaminacion Ambiental

La contaminacion ha producido grandes alteraciones en el medio ambiente provocando dafios
graves en el ecosistema, en la actualidad es uno de los problemas a nivel global afectando tanto
a la naturaleza como a la salud humana, por lo que hoy en dia, se siente el cambio climatico
como las olas de frio y calor, tormentas externas, pérdida de bosques, etc. Se entiende por
contaminacion cuando existe presencia de sustancias en el aire, agua o suelo provenientes de

origen antropico (Borras, 2020).

La contaminacion difusa proveniente de la agricultura es una de las grandes preocupaciones en
el pais, debido a la elevada aplicacion de fertilizantes y plaguicidas, dando como resultado
graves problemas de contaminacion tanto en los lagos o embalses, asi como también en aguas

subterraneas.

2.2 Contaminacion Hidrica.

La contaminacion del agua es la presencia de componentes quimicos artificiales que hacen que
el agua no sea segura para el consumo humano, estas fuentes de contaminacion pueden ser
naturales también llamadas geoquimicas o artificiales. Sin embargo, y como lo menciona
(Encinas, 2011) las fuentes naturales no provocan altas concentraciones, mientras que la
contaminacion antropogénica se concentra en zonas concretas tales como industrias, sectores
agricolas - ganaderas, etc. (Pilalumbo, 2020).

De este modo el rio San Pedro se encuentra contaminado tanto por, la explotacion minera de la
region, asi como los desechos domésticos e industriales, ademds es uno de los rios mas
importantes, ya que cruza por: Machachi, Los Chillos, Cumbaya, Tumbaco y otras zonas,
lugares que descargan grandes cantidades de aguas contaminadas incluso de basura provocando

malos olores. Todos estos focos de contaminacion modifican las propiedades fisicas, quimicas



y biologicas del agua. Estas propiedades alteradas por los contaminantes son en realidad
parametros que tienden a medir el agua para verificar la calidad de la misma (Encinas, 2011).
Como consecuencia de la contaminacion hidrica se ha encontrado desequilibrios bioldgicos,
matando especies a gran escala, de la misma manera afecta a la flora y fauna causando dafios
ecologicos severos, por ultimo, los cambios en la temperatura y pH alterando la composicion
natural del rio (Ordonez Ramirez, 2017).

2.3 Contaminacion por Metales Pesados.

Hoy en dia los metales pesados hay incrementado su contaminacion debido al desarrollo
industrial, asi como también el aumento de elementos toxicos en los suelos y el agua. La
contaminacion por metales pesados puede ocurrir naturalmente como por ejemplo: la actividad
volcénica, procesos de erosion, descarga espontanea de sedimentos profundos, también se
puede dar de manera antropologica por ejemplo; la mineria, metalurgia, agricultura, es decir las
actividades humanas y su uso excesivo de elementos quimicos que han provocado un
desequilibrio en la cadena trofica (Chavez, 2011).

Al no recibir tratamientos antes de desecharlo, el metal puede llegar a varios sustratos incluidos
el suelo, aire y el agua; su presencia en el medio ambiente puede afectar a animales y plantas,
dificultando el funcionamiento de los procesos bioldgicos, los cuales aseguran la
autoconservacion. Estos contaminantes pueden entrar en contacto con las personas al
incorporarse a los alimentos después de usar el agua contaminada mediante los sistemas de
riego (Mancilla et al., 2017).

En América Latina, la contaminacion esta asociada a la extraccion de recursos no renovables.
Afectando a la tierra, el agua y el aire. Los principales contaminantes son el mercurio y el plomo
usados en la mineria, que se ha convertido en un problema por la falta de regulacion. En

Ecuador, las altas concentraciones de cadmio y plomo fueron 10 a 20 veces mas en Estero



Salado superiores al especificado. La mineria también es un foco de contaminacion, por plomo

en los rios afectando a la Provincia de El Oro. En Cuenca, la presencia de metales como el

cromo, zinc, hierro, niquel, manganeso y cobre en aire que superan los limites permisibles

(Moscoso et al., 2019).

2.4 Aguas Residuales

Las aguas residuales son aquellas que han sido usados por las actividades humanas (Diaz et al.,

2012) estas representan un peligro, ya que contiene una gran variedad de contaminantes y

microorganismos, estas pueden ser:

Aguas residuales domésticas o aguas negras: Son las aguas provenientes de las
actividades diarias como usos de la cocina, higiene personal, desechos organicos, etc.
Estas aguas contaminadas contienen microorganismos patdgenos.

Aguas blancas: Estas aguas provienen de la atmosfera (lluvia o hielo), asi mismo
provienen de la limpieza de calles y lugares publicos. Estas aguas no son sometidas a
alglin tratamiento, sin embargo, por la precipitacion atmosférica abundante puede tener
una minima contaminacion.

Aguas residuales industriales: Son aguas contaminadas que provienen de
establecimientos industriales, las cuales tienen en una amplia variedad de residuos
quimicos tales como: grasas, acidos, detergentes, entre otros, representando un riego
para la salud humana y medio ambiente.

Aguas residuales agricolas: Son aguas provenientes del sector agricola de las zonas
rurales, que de igual manera pueden afectar al ecosistema debido al uso excesivo de los
fertilizantes quimicos los cuales dafian la capa superficial del suelo, asi como también
a la salud humana, ya que al acumularse herbicidas en la misma puede ser toxico para

ser humano (Espigares & Pérez, s.t.).



2.4.1 Nitratos

Los nitratos es una sustancia inorganica compuesta por un atomo de nitrogeno (N) y tres atomos
de oxigeno, lo que resulta en la formacion de un aniéon denominado (NO3). Los nitratos estan
presentes en la mayoria de los fertilizantes quimicos, estiércol y residuos liquidos y al poseer
una alta solubilidad tienen la capacidad de ser facilmente transportados, cuando estas sustancias
entran en contacto con el agua pueden desplazarse a largas distancias y afectar tanto cuerpos de
agua superficiales como aguas subterraneas.

La presencia de nitratos es un problema no s6lo en los paises en vias de desarrollo, sino también
en los paises desarrollados. Las efectos asociados a este deterioro pueden repercutir sobre la
salud a corto, mediano o largo plazo de la poblacion, por lo que se requiere tomar medidas con
el fin de reducir la contaminacion ambiental (Ortiz, 2018).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), indica un limite maximo a la cantidad de 50 mg/L
de “ion nitrato” en el agua de potable y segin el libro VI (TULSMA) anexo 1 el limite
permisible de nitratos expresado como nitrégeno (N) para la descarga a un cuerpo de agua dulce
es de 10,0 mg/L.

2.4.2  Amoniaco.

El amoniaco es un compuesto quimico, su formula quimica es NH3 en su estado sin ionizar y
NH4" en la forma ionizada. La suma de NH3 y NH4" constituye el amoniaco que se mide
analiticamente en el agua.

La toxicidad del amoniaco es critica para los valores de pH y temperatura. La forma (NH3) sin
ionizar es mas toxica que la forma (NH4") ionizada. Es de importancia comparar los valores del
amoniaco adecuadamente, ya que esto puede afectar a la vida acuatica por lo que son mas

sensibles al amoniaco.



A nivel industrial los focos de contaminacion tienen lugar en la produccion de plasticos, fibras,
ademas, estan presentes en los procesos de fabricacion y tratamientos de los textiles. También
se encuentran presentes en otros compuestos organicos de nitrogeno que sirven de productos
intermediarios en la fabricacion de tintes y productos farmacéuticos.

2.4.3 Criterios de calidad admisibles para la preservacion de la vida acuatica y silvestre en

aguas dulces.

Segun el Texto VI (TULSMA) las regulaciones locales para las descargas se estableceran
teniendo en cuenta los estandares de calidad definidos para el uso especifico o los usos
asignados al agua. Estas regulaciones estaran en consonancia con la normativa técnica nacional
actual, pudiendo ser igual o incluso mas estrictas, y deberan respaldarse con estudios técnicos

y econdmicos que las respalden.

Tabla 1. Limites de descarga a un cuerpo de agua dulce.

Pardmetros Expresado como Unidad Limite maximo
permisible
Arsénico total As mg/L 0,1
Bario Ba mg/L 2
Cadmio Cd mg/L 0,02
Cobre Cu mg/L 1
Amoniaco NH3 mg/L 0,02
Coliformes Fecales Nmp/100 Remocion al 99.9%
Cianuro total CN- mg/L 0,1
Nitritos + Nitratos EI)\(IIi)trre()Sggr?oc(olfII;O mg/L 10

Fuente: (Ministerio del ambiente, 2015)

Es importante mencionar que los valores de amoniaco registrados en la tabla 1 son admisibles

para la conservacion de flora y fauna en aguas dulces.

2.5 Consecuencias provocadas por las aguas residuales.

Segtin las Naciones Unidas y en la conferencia realizada en el 2023, la mayor cantidad de paises

cuentan con politicas y planes nacionales de saneamiento, pero pocos cuentan



con suficientes recursos humanos y financieros para implementarlos. Solo el 3 % de los
paises que participaron en el ciclo GLAAS 2021/22 tienen recursos suficientes para
implementar politicas y planes de salud rural, y solo el 7 % tiene recursos suficientes para

implementar planes de salubridad urbanos (ONU, 2022).

De esta manera se puede mencionar las consecuencias que provocan las aguas residuales.

e Reduccion del oxigeno presentes en la columna de agua.

e Elevada tasa de mortalidad de fauna acuatica en general, incluso en la poblacion de
especies cercana a los rios.

e El agua no es apta para riego agricola por la gran cantidad de sustancias nocivas.

e Perdida de viabilidad del recurso hidrico tanto en la bioseguridad ambiental y humana.

2.6 Biorremediacion

La biorremediacion es una tecnologia sustentable, amigable con el medio ambiente, en su
proceso utiliza especies de microorganismos para remover o descomponer sustancias
contaminantes, peligrosas o toxicas que pueden alterar el medio ambiente, esta técnica es
empleada eficientemente puesto que al eliminar nutrientes y metales radica en la remocion o
biotransformacion de los contaminantes. Ademas, Este método es relativamente verde, causa
menos dafio a los ecosistemas, su aplicacion es barato y no requiere de gran cantidad de equipos

(Mamani, 2023).

2.6.1 Biorremediacion de aguas contaminadas
Las aguas que estan contaminadas con distintas sustancias hacen que el agua cambie
completamente su composicion natural, altera su estructura quimica, pueden bloquear la

penetracion de la luz, la densidad podria verse alterada como consecuencia perdida de toda



biodiversidad acuatica y finalmente afectando todo un ciclo de vida en la naturaleza. Es por ello

que es necesario la biorremediacion de aguas contaminadas (Pabon et al., 2020).

Por lo que, la biorremediacion de aguas contaminadas es el proceso o un tratamiento en el cual
se usa organismos vivos capaces de absorber, descomponer y transformar los contaminantes
para eliminar o reducir el impacto negativo que trae las descargas de aguas residuales. Todos
estos procesos y actividades tienen como objetivo aumentar la tasa de descomposicion natural

mediante la adicion de microorganismos exégenos (Mamani, 2023).

2.7 Tipos de biorremediacion

2.7.1 Bioaumentacion

Es una técnica bioldgica que consiste en la utilizacion de microorganismos para mejorar
actividades especificas, esto se realiza para reducir la inestabilidad del proceso, reducir los
efectos inhibidores, aumentar la eficiencia del mismo y degradar un material o sustancia

determinado (Ochoa, 2021).

Aplicando en las aguas residuales la bioaumentacion o también llamado aumento de biomasa
se refiere a la incorporacion de cultivos de microorganismos empleando a un sistema de
tratamientos de agua residual con la finalidad de incrementar su biomasa para luego dar paso al
objetivo principal que es degradar dando como resultado la proteccion de las aguas

especialmente de agua dulce (Ochoa, 2021).

2.7.2 Bioestimulacién

En muchas situaciones se presentan ciertas condiciones ambientales donde se puede modificar
para mejorar el proceso de biodegradacion. Al emplear el proceso de bioestimulacion se esta
agregando nutrientes u otras sustancias que mejoran el crecimiento y desarrollo de los

degradadores en ciertos casos la bioestimulacion tiene mejores ventajas que la bioaumentacion
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dado que los nutrientes son elementos fundamentales en la biodegradacion efectiva de los
contaminantes. Es decir, el proceso involucra una mezcla de poblaciones de microorganismos
interrelacionadas y donde también es necesario identificar y seleccionar los mejores organismos

por su gran capacidad de purificar y degradar aguas residuales (Sayed et al., 2021).

2.7.3 Ficorremediacion
La ficorremediacion implica el uso de procesos bioldgicos para eliminar o biotransformar los
desechos contaminantes de las aguas residuales, mediante el uso especifico de consorcios de

microorganismos fotosintéticos (Dominguez et al., 2020).

De acuerdo con (Molina, 2016). La ficorremediacion con microalgas aprovecha la cinética de
consumo de nutrientes de estos microorganismos para eliminar contaminantes como el nitrato,
amoniaco también pueden eliminar metales pesados. Ademas, el beneficio de utilizar
microalgas en procesos de ficorremediacion no solo se manifiesta en bajas concentraciones de
N y P y otros contaminantes en el efluente, sino que también tendrd una alta
concentracion de oxigeno. Finalmente, la utilizacion de esta tecnologia determina una
alternativa sustentable y de bajo costo para mejorar el ecosistema afectado por contaminantes,

ya sean naturales y antropogénicas (Mendarte et al., 2021).

Ventajas de ficorremediacion

e Sostenibilidad ambiental: es una buena solucion ambientalmente sostenible por lo que
utiliza microorganismos naturales para descomponer o absorber contaminantes sin
generar residuos toxicos enfocandose en el bienestar del ambiente y del ser humano.

e Adaptabilidad: las microalgas tienen la capacidad de adaptarse a diferentes tipos de
contaminantes y condiciones ambientales, lo que hace que esta técnica sea ampliamente

utilizada en diferentes escenarios.
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e Combinacion con otras técnicas: la ficorremediacion es compatible con otros métodos
de remediacion, lo que permite enfoques integrados y una mayor eficiencia del
tratamiento en areas muy contaminadas.

e No produce emisiones adicionales: el uso de microalgas en la ficorremediacion no
genera emisiones adicionales de gases invernadero, lo que contribuye a un menor

impacto ambiental (Mendarte et al., 2021).

2.8 Microalgas

La microalgas son organismos fotosintéticos que se diferencian por su tamafo, ya que oscilan
entre 2 y 20 p, suelen producirse en el agua, su crecimiento es mucho mas rapido o mas elevado
que las plantas, estas tienen la capacidad de almacenar nutrientes, asi como convertir fuentes

organicas o energia solar como CO2 biomasa (Guzman et al., 2021).

Las microalgas pertenecen al grupo de los organismos fotosintéticos, es decir, utilizan la energia
solar para producir compuestos organicos. Especificamente, tienen la capacidad de convertir la
energia solar y de carbono en biomasa. Ademas de la luz solar, el desarrollo de las microalgas

requieren de nutrientes, como el fosforo, el carbono y el nitrogeno (Guzman et al., 2021).

Un gran nimero de especies han sido identificadas para este proposito algunas de ellas se

denominan hiperacumuladoras debido a su gran capacidad para acumular metales pesados.

Algunas especies de microalgas pueden reproducirse tanto sexual como asexualmente, y otras
especies combinan las dos reproducciones, lo que les otorga una adaptabilidad tnica para
enfrentar diferentes condiciones ambientales. El ciclo de reproduccion de las microalgas es
intrinsecamente influenciado por factores ambientales que afectan su desarrollo y

comportamiento. cambios en la disponibilidad de nutrientes, temperatura del agua, la intensidad
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de la luz solar, y otros aspectos del medio ambiente que pueden influir significativamente en

los ritmos reproductivos de estos microorganismos (Acurio & Arciniegas, 2015).

2.8.1 Tipos de microalgas

Se han identificado varias especies que se emplea para la biorremediacion, muchas de ellas
tienen la capacidad para acumular metales pesados. Segun (Jacome et al., 2021) las especies
mas utilizadas en los procesos de biorremediacion de aguas residuales son: Scenedesmus sp,
Espirulina sp, Chlorella sp, y Pseudochlorella sp. (P. pringsheimii) por lo que tienen alta
eficiencia en la remocion y tolerancia de metales pesados como el cromo especialmente de
forma trivalente, que se usa en el curtido de cuero en forma de sulfato de cromo basico (BCS)
el cual es un potente contaminante del suelo y el agua. Estas microalgas tiene la capacidad
retener componentes quimicos (p. €j., sulfato, cloruro), lo que da como resultado niveles
elevados de solidos disueltos totales (TDS), demanda quimica de oxigeno (DQO), demanda

bioquimica de oxigeno (DBO) (Ortiz et al., 2018).

2.8.2 Microalgas mas usadas para biorremediacion de aguas contaminadas

2.8.2.1 Scenedesmus sp

Especie de agua dulce con una alta capacidad de crecimiento

Figura 1. Scenedesmus sp
Fuente: (Elda Rufina, 2015)
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La microalga Scenedesmus sp muestra su rapido crecimiento en agua dulce, estudios muestran
que tiene una fuerte adaptabilidad en las aguas residuales domésticas. El cultivo de la
microalga Scenedesmus sp en aguas residuales domésticas tiene una alta tasa de eliminacion de
nitrégeno amoniacal, nitratos y fosfatos por lo que, es tedricamente aplicable como un

biotratamiento de aguas residuales (Acevedo et al., 2017).

Tabla 2. Taxonomia de Scenedesmus sp.

Division Taxonomia
Reino Plantae
Division Chlorophyta.
Clase Chlorophyceae.
Orden Sphaeropleales.
Familia Scenedesmaceae.
Género Scenedesmus.

Fuente: (NaturalisEc, 2021)

2.8.2.2 Spirulina plantensis

Especie que proporciona un método de eliminacion de metales

i

Figura 2. Spirulina plantensis
Fuente: (Nurul Maftuhah, 2022)
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Debido a su facil bioabsorcion y biotransformacion, esta especie proporciona un método
alternativo de eliminacion de contaminantes y es ampliamente utilizada para la remocion de
metales pesados como plomo, cadmio, cobre, niquel y zinc. Esta microalga es un
excelente biosorbente porque crece rapidamente y su estructura funcional contiene grupos
como grupo carboxilo, grupo hidroxilo, sulfato, entre otros grupos cargados los cuales son
encargados de unir metales pesados (Chulle et al., 2022). De igual manera y como lo menciona
(Maldonado, 2019) esta especie de microalga es una indicadora importante para evaluar la
toxicidad del ambiente acuatico, se ha observado que al momento que cambia su morfologia,
los niveles de clorofila, actividad enzimatica y metabolismo estan en presencia de metales

pesados.

Tabla 3. Taxonomia Spirulina plantensis

Division Taxonomia
Reino Bacteria
Division Cyanophyta
Clase Cyanophyceae
Orden Spirulinales
Familia Spirulinaceae
Género Spirulina.

Fuente: (Naturalista, 2020)
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2.8.2.3 Chlorella sp

Chlorella sp ayuda a la remocion de metales en aguas
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Figura 3. Chlorella sp
Fuente: (Culture collection of Autrophic Orgya lanisms, 2020)

Chlorella sp es una microalga unicelular, se desarrolla tanto condiciones autdtrofas como
heterotrofas, esta microalga es elegida para distintos procesos de biorremediacion debido a que
su pared celular esta constituida de una mezcla compleja de azlicares, glucosamina, proteinas y
acido urico, asi mismo es capaz de eliminar altas concentraciones de contaminantes como

fertilizantes, detergentes, pesticidas, metales como el cadmio, cromo, zinc, mercurio, hierro

de esta manera la

contaminacion.

Estudios realizados por (Jacome et al., 2021) la especie Chlorella sp ayuda a la remocion de
cromo hexavalente y total (Cr), también contribuye a la remocion de nitritos y nitratos y del

mismo modo ayuda a la biodegradacion de sulfatos, fosfatos contribuyendo a la mejora en la

toxicologia que generan estos metales se disminuye evitando la

DQO, la cantidad de s6lidos disueltos y totales.
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Tabla 4. Taxonomia de la Chlorella sp.

Division

Reino

Division

Clase

Orden

Familia

Género

2.8.3 Diatomeas

Bacillariophyta conocidas comiinmente como diatomeas, son organismos fotosintéticos muy
abundantes junto con los dinoflagelados. Estos pueden hallarse tanto en ambientes marinos
como de agua dulce, en formas plactonicas y ventonicas. Las diatomeas forman un grupo

numeroso dentro de los protistas y su actividad fotosintética libera mas oxigeno que todas las

Taxonomia
Plantae
Chlorophyta
Trebouxiophyceae
Chlorellales
Chlorellaceae

Chlorella

Fuente: (Pachay, 2017)

selvas tropicales combinadas (Casa, 2020).

La reproduccion de las diatomeas se lleva a cabo mediante division celular simple. durante este
proceso, las valvas de la célula madre se transforman en las epitecas de las células hijas, y cada
célula hija produce una nueva hipoteca. como resultado de esa division celular una de las células

hijas tiene el mismo tamafio que la célula madre, mientras que la otra es méas pequefia (Mercado

& Alvarez, 2022).
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2.9 Fases de crecimiento celular de las microalgas

Crecimiento y desarrollo de la microalga
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Figura 4. Crecimiento celular
Fuente: (Prieto, 2020)

Las Fases de crecimiento de un cultivo de microalgas se definen por el nimero de células

presentes en un tiempo determinado y por las condiciones del medio de cultivo.

Fase de adaptacion o latencia: Durante la etapa inicial el aumento de la densidad celular
es limitado, ya que se trata de un periodo en el que las células se estan adaptando a las
nuevas condiciones del entorno. Muchas enzimas metabolicas pueden volverse
inactivas, y las concentraciones de componentes celulares disminuyen a niveles que
afectan la division celular. por lo tanto, las microalgas requieren de un breve periodo
para aclimatarse al ambiente acuatico

Fase de crecimiento exponencial: En esta fase la tasa de division celular aumenta
progresivamente con el tiempo, el incremento de microalgas se debe a que las células
estan aprovechando los nutrientes presentes en el medio y su reproduccion asexual se
encuentra en un estado activo. Esta fase exponencial puede manifestarse entre el

segundo y tercer dia después de haber inoculado el medio con las microalgas.
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e Fase estacionaria: En esta fase hay un equilibrio entre el factor limitante y la tasa de
crecimiento, lo que significa que las densidades celulares se mantienen de manera
relativamente constante durante un periodo prolongado. esta fase puede ser de corta
duracion en cultivos donde los nutrientes son consumidos y no se reemplazan. durante
este periodo las microalgas logran mantener una poblacion estable a pesar de la escasez
de nutrientes, ya que la velocidad de crecimiento se Iguala con la limitacion de recursos,
lo que resulta en una estabilidad temporal de la densidad celular.

e Fase de declinacion o muerte: En esta fase las células experimentan una restriccion total
debido a la escasez de nutrientes, lo que provoca una rapida disminucion en la densidad
celular. durante este periodo, las microalgas liberan azicares, proteinas y lipidos, los
cuales pueden ser aprovechados en ciertos casos por bacterias oportunistas que se
alimentan de ellos, desplazando asi a la poblaciéon de microalgas que siga viva, pero

eventualmente colapsa rapidamente (Garcia et al., 2017).

2.10 Consorcio microalgal

Un consorcio microalgal mezcla de diferentes especies de microalgas que coexisten en un
mismo ambiente o sistema. Es similar al concepto de consorcio microbiano, pero se enfoca
especificamente en las comunidades de microalgas, las microalgas pueden ser eucariotas y
también se puede agrupar a las cianobacterias procariotas, que para su crecimiento y desarrollo

requieren de luz y compuestos inorganicos que contienen fosforo y nitrogeno (Lobos, 2019).

2.11 Condiciones de cultivo
La eleccion de las especies de microalgas para el cultivo depende directamente del destino o
propésitos que desee asignar a la biomasa cosechada (p. ¢j., alimento, pigmento) y/o si el

cultivo se utilizara en biorremediacion.
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Para que las microalgas realicen funciones de biorremediacion en cultivo, se deben cumplir tres
condiciones: Elevada tasa de crecimiento; adaptacion a los cambios estacionales, asi como los
diurnos cuando los sistemas estan abiertos; para establecer una simple cosecha de acuerdo a su
capacidad de formar agregados. Ademas, elevados niveles de componentes celulares valiosos,
como los lipidos para la produccion de biodiesel, de la misma manera, un sistema cerrado puede

lograr cultivos mono especificos aislados del medioambiente (Hernandez & Labbé, 2014).

2.11.1 Luz o fotoperiodo

La intensidad de la luz es uno de los parametros mas importantes a considerar para las plantas,
si no hay restriccion de alimentos, la fotosintesis aumenta con el aumento de la intensidad de la
luz para alcanzar una tasa especifica de crecimiento de cada tipo en el lugar de la luz. La
fotoinhibicion es causada por efectos negativos en las células individuales e incluso por la
muerte, lo que significa pérdida de la eficiencia de la fotosintesis y del rendimiento del cultivo.

(Santos, 2017).

2.11.2 Temperatura

La temperatura adecuada para un excelente desarrollo microalgal por lo generan se encuentra
entre 28 y 35 °C, por lo que, Al aumentar la temperatura aumenta proporcionalmente la biomasa
algal hasta alcanzar la temperatura 6ptima de cada especie. Por encima de esta, aumenta la

respiracion y la fotorrespiracion reduce la productividad global (Hernandez & Labbé, 2014).

2.11.3 pH

Factores como la productividad de las algas, la respiracion, la alcalinidad media, la composicion
ionica, la actividad microbiana autétrofa y heterotrofa y la eficiencia del sistema de adicion de
CO; se ven influenciados directamente por el pH del cultivo. Al igual que con otros parametros,

cada especie requiere un rango de pH especifico para un crecimiento 6ptimo. Agregado en un

20



medio de cultivo su rango optimo esta entre 6.5 y 7.5 para que se desarrolle adecuadamente

(Hernandez & Labbé, 2014).

2.11.4 Aireacion

Garantiza una distribucion uniforme de las células y los nutrientes en el cultivo, permitiendo
un mejor aprovechamiento de los recursos. Mejora la distribucion de la luz entre las células
para asegurar que permanezcan activas en la fotosintesis, evitando que se sedimenten y

previniendo la estratificacion térmica.

2.11.5 Nutrientes
“El nitrégeno es el nutriente mas importante para las microalgas (después del carbono) y se

incorpora como nitrito o nitrato de potasio (NOs) o como amonio (NHa ).

El fésforo es esencial para muchos procesos celulares, tales como la formacion de acidos
nucleicos y la transferencia de energia. Aunque el contenido de fosforo de las microalgas es
inferior al 1 %, su carencia en las condiciones de cultivo es una de las principales limitaciones
de crecimiento. En los medios de cultivo suele incorporarse en forma de fosfato dipotasico

(K:HPO.4)” (Hernandez & Labb¢, 2014).

Otros componentes que favorecen al medio de cultivo son: Sulfato de magnesio (MgSO4) el
cual intensifica el proceso de fotosintesis y sulfato de hierro (FeSOs) aporta hierro en buenas

cantidades.
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3 Metodologia

3.1 Localizacion del rio San Pedro
A continuacion, se muestra la ubicacion del lugar de la toma de muestras del rio San Pedro, es

necesario recalcar que todas las muestras se tomaron del mismo lugar.

Ubicacion del rio San Pedro, cantéon Quito, parroquia Amaguatfia.

Figura 5. Zona del rio San Pedro

Nota: Vista del rio San Pedro Google Earth

Elaborado por: (las autoras 2023)

Tabla 5. Localizacion del rio San Pedro

Provincia Pichincha
Canton Quito
Parroquia Amaguafia
Sector de la toma de muestra Parque de Cachaco
Coordenadas 0°22'37,2" S 78°30'39.5" W
Latitud 0°22'0"S
Longitud 78°27'0"w
Altitud 2626 msnm

Elaborado por: (Las autoras, 2023)
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3.2 Recoleccion de las muestras de Agua del rio San Pedro

Se realizd tres muestreos de acuerdo a la Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 2169:98.
Agua. Calidad Del Agua. Muestreo. Manejo Y Conservacion De Muestras. (INEN, 2013). En
el cual se tomaron muestras de agua del rio San Pedro en tres diferentes fechas la primera 13
de febrero, la segunda el 17 de Abril y la tercera el 2 de Mayo del 2023, la cantidad utilizada
fue de 10 L aproximadamente, en el que se usé botellas las cuales se trasportaron a los
laboratorios de Ciencias de la Vida de la Universidad Politécnica Salesiana, que posteriormente

se realizo analisis (Vela et al., 2019).

Para la evaluacion de las muestras se obtuvo especificamente de la zona de Amaguafia sector

Cachaco.

Ubicacion de la zona de muestreo

Figura 6. Ubicacion del rio San pedro.
Fuente: (Ministerio del ambiente, 2018)
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Zona de recoleccion de muestras

Figura 7. Ubicacion de la zona del muestreo.
Fuente: (Ministerio del ambiente, 2018)

3.3 Preparacion de los medios

3.3.1 Medio de cultivo BG-11 Solido

El medio BG-11 es especifico para el cultivo de microalgas, el suministro de este medio y las
concentraciones de los nutrientes inorganicos deben estar acoplados con la produccion de
biomasa de forma que la aplicacion suficiente de estos macronutrientes, como se menciona

(Solano, 2017). Procedimiento:

1. Pesaje de los materiales (tabla 6).

2. Se mezclo 1 L de agua destilada con los materiales previamente pesados.

3. Se autoclavé la mezcla.

Tabla 6. Composicion del medio de cultivo solido BG-11.

REACTIVO CANTIDAD
KNO; 2.10 g/L

K>HPO, 1g/L
(NHas) (CsHs07) -3 0.02 g/L
C6H807 0.02 g/L
MgS04.7H,0O 0.04 g/L
FeSO4. 7TH,O 0.02 g/L
C10H16N2Og 0.02 g/L

Elaborado por: (las autoras, 2023)
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Condiciones de cultivo: el medio de cultivo se adecud a una temperatura de 25 °C a 35 °C, la
presencia de luz fue muy importante, ya que es el nutriente que da energia a las microalgas, la
luminosidad aplicada fue de 2000 lux, lo que permite incrementar su biomasa. Finalmente se

controlo el pH el cual pudo estar en un rango de 6.5 y 7.5 (Sanchez et al., 2018).

3.3.2 Medio de cultivo BG-11 Liquido
Se preparo el medio BG-11 liquido para el cultivo de microalgas controladas de laboratorio.

Preparacion:

1. Pesaje de los materiales (tabla 7).
2. Se mezclod 1 L de agua destilada con los materiales previamente pesados.
3. Se envid a autoclavar y posteriormente se uso para el incremento de biomasa de las

microalgas.

Tabla 7. Composicion del medio de cultivo BG-11 liquido

REACTIVO CANTIDAD
KNO; lg/L
KoHPO4 0,5g/L
MgS04.7H20 0,2g/L
FeSO4.7H20 0,01/L

CioH16N20s 0,01g/L

Elaborado por: (las autoras,2023)

Condiciones de cultivo: Las condiciones de fotoperiodo y temperatura fueron las mismas de

2000 lux y de 25 °C a 35 °C.

3.3.3 Medio Chromocult agar
Para la identificacion de microorganismos se utilizdé Agar Chromocult, al ser un medio
cromogénico diferencial combindé sus ingredientes que promovieron el crecimiento de

microorganismos especificos y suprimieron el crecimiento de otros. De esta manera, posibilito
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la identificacion y el recuento de colonias de microorganismos de interés (Merck Millpore,

2014).

3.3.3.1 Procedimiento de su preparacion
e Se mezcld 13 g de Chromocult Agar y 450 mL de agua destilada estéril.
e Se dispenso el medio de cultivo en cajas Petri (para evitar contaminacion se trabajo en
la cabina de flujo laminar).

e Se inocul6 1000 pL de agua de rio en las cajas e incubar 24 horas a 35-37 °C.

3.3.4 Agua sintética

Para llevar a cabo investigaciones a escala de laboratorio existe variaciones que presenta el agua
residual sintética en sus caracteristicas esto debido a que contiene sustratos sintéticos. Sin
embargo, para la aplicacion de los tratamientos deben presentar una composicion fisicoquimica
igual a la del agua sintética residual y que genere los mismos procesos para cada tratamiento

realizado.

Tabla 8. Composicion del agua sintética.

ELEMENTOS CANTIDAD
NH4CL 0.06 g/L
KH;PO4 0.05 g/L
MgSOq4 0.040 g/L
CaCl, 0.030 g/L
Sal en grano 0.8 g/L
sustitutivo de elementos traza

Elaborado por: (las autoras, 2023)

Preparacion del agua sintética

1. Se peso los materiales de la tabla 8.
2. Se mezcl6 1L de agua destilada con los materiales previamente pesados.

3. Se homogenizé en un frasco boeco y se ajusto el pH.
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Se tomo en cuenta la condicion de pH similar al del agua residual, ya que debe permanecer en
un rango de 6.5 — 7.5 para el desarrollo de las microalgas y la viabilidad del mismo. Como se
muestra en la tabla 8 los componentes utilizados se tomaron como referencia propuestos por

(Martinez & Pascichana, 2019).

3.4 Siembra y adaptacion al medio de cultivo.

Una vez preparados los medios de cultivos, se dispens6 en 8 cajas con 25 mL de medio cada
una, luego de su gelificacion se procedid a sembrar con una micropipeta se tomoé 1000 pL de la
muestra (agua residual) y se inocul6 en la caja Petri, con la ayuda de un asa de vidrio se disperso
la muestra en toda la caja finalmente se etiquetd y se ubicd en un area con iluminacion de 2000
lux. Tanto en la dispensacion del medio de cultivo como la siembra en el medio sélido se trabajo
en condiciones estériles utilizando la cdmara de flujo laminar, adicionalmente se utilizd dos

mecheros para evitar contaminacion.

Tras un periodo de 15 dias se pudo evidenciar un crecimiento de las microalgas en el medio
solido luego, se procedio a incrementar su biomasa a través de resiembras (15 resiembras). Y
con la ayuda de un asa de siembra se realiz6 la resiembra utilizando la técnica de estriado. Una
semana mas tarde se evidencié nuevamente un crecimiento lo que permitié incrementar su
biomasa en volumen y se traspaso al medio liquido todo este procedimiento se realizo en la

cabina de flujo, con esta metodologia permiti6 realizar los escalamientos posteriores.
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Tabla 9. Siembra y Resiembra microalgal.

Obtencion de las microalgas Resiembras microalgal

Elaborado por: (las autoras, 2023)

3.5 Identificacion de las microalgas y microorganismos.

Para identificar las microalgas se us6 un microscopio de marca “Nikon”, y con la ayuda con de
un asa de siembra, se tomo6 una cantidad aceptable y se colocé en el portaobjetos,
posteriormente se observd con una amplificacion de 100X, finalmente se determind dos

especies.

Tabla 10. identificacion de las microalgas.

Descripcion microscopica

Color: verde : Color: café
Forma: redonda ' Forma: alargada
Organizacion: forma 5 Organizacion:

de Colonias. dispersas

Tamafo: 2-6 um Tamafio: 3-6 pum

i .

Microalga: Chlorella sp observada al 100x | Microalga: Diatomeas sp, observada al00x

Elaborado por: (las autoras,2023)

Una vez identificadas las microalgas existentes en el rio, se escogio la Chrollera sp. Por su

elevada densidad celular capaz de absorber y acumular contaminantes del agua.
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3.5.1 Identificacion de microorganismos
Se realiz6 el analisis microbiologico con el testigo (muestra del agua de rio San Pedro) para

identificar qué tipo de microorganismos se encuentra presente en las muestras del agua.

Para la identificacion de microorganismos se usé un contador de colonias, en el cual se

identifico coliformes totales.

Tabla 11. Identificacién de microorganismos.

Descripcion macroscopica

Coliformes totales Bacterias heterotrofas

N

Elaborado por: (las autoras,2023)

Para el segundo analisis, se empleo6 la técnica ISO 9308-1 como guia para evaluar la descarga

en cada placa y determinar hasta qué fase esta contaminada (Pltas et al., 2020).

e Se prepar6 36 tubos con 9 mL de agua destilada rotulados con 10!, 102,103,

e Se vortexid para homogenizar el agua y asegurar una dispersion uniforme.

e Setomo 1 pL de la muestra con una micropipeta.

e Se verti6 el contenido en el primer tubo, posteriormente se vortexio por 30 segundos y
con otra punta se tom6 1 pL del mismo tubo para pasar al siguiente, de esta manera se

llegd a una dilucién de 1073,
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e (Cada tubo de ensayo tuvo que estar diez veces mas diluido, comenzando por el tubo sin
diluir. El primer tubo inicié con una dilucion de 1:10, el segundo de 1:100, el tercero de

1:1000 (Merck Millpore, 2014).

3.6 Caracterizacion de nitratos y amoniaco de las muestras del rio San Pedro
3.6.1 Nitratos
Para realizar las mediciones de nitratos, se analizd cada semana las concentraciones de

nitratos en los tratamientos.

Sistema de filtracion al vacio.

Figura 8. Filtracion de las muestras de agua

Elaborado por: (las autoras, 2023).

Se inicio filtrando las muestras del agua del rio, en el que se midi6 la concentracion total de

nitratos presentes en las aguas residuales.

Primero se tom6 10 mL del agua filtrada del rio mas la prueba rapida de nitratos (anexo), la
cual se agité por 1 minuto y se dejo reposar por 5 min para que los nitratos se concentren con
el agua filtrada. Es importante mencionar que la concentracion inicial fue muy alta por lo que

se aplico una dilucion disminuyendo 20 veces su concentracion.
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10mL
0.5mL

20

5.2N0s — N 104mg NO; — N
o «20=

L L

Ecuacion 1. Factor de dilucion

Elaborado por: (las autoras, 2023)

Donde

5.2NO;-N= absorbancia de nitratos.

20= ntimero de veces diluido.

Al obtener los calculos se aplic6 9.5 mL de agua destilada mas 500 pL de la muestra microalgal

filtrada, por tltimo, se ubico en el equipo HACH.

Equipo HACH 900

F igu;a 9. quunpokHACH
Elaborado por: (las autoras, 2023)

Para obtener el porcentaje de remocion se aplico la siguiente formula puesto que los valores

obtenidos por el equipo HACH fueron en absorbancias:

Para sacar el porcentaje R = (%) * 100%

Donde:
Co=concentracion inicial
Cf=concentracion final
R=Remocion

Ecuacion 2. Porcentaje de remocion

Elaborado por: (las autoras, 2023)
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3.6.2  Amoniaco

Se utiliz6 la técnica de Nessler (Anexo 2) para determinar la concentracion de las microalgas
en las muestras obtenidas del rio, es fundamental utilizar la curva de calibracion para establecer
un rango de referencia y de validez de esa manera analizar el comportamiento en los siguientes

controles.

Para elaborar una curva de calibracion se divide en dos etapas: la primera preparacion de las
diluciones de la muestra microalgal y preparacion de la muestra blanco obteniendo, asi una
recta de calibracion. Valores de concentracion mediante el equipo HACH 900 las cuales

permitieron tener un rango especifico para los siguientes resultados (Perdomo, 2017).

Tabla 12. Absorbancias

N Amoniaco NH3-N ABSORBANCIA
1 1 0,58
2 0,85 0,45
3 0,65 0,27
4 0,5 0,133
5 0,35 0,185
6 0,2 0,13
Elaborado por: (las autoras, 2023)
CURVA DE CALIBRACION
0,7
=0,6032x - 0,0037 *
0,6 ! R?=0,9502
0,5
0,4
0,3
0,2
*
0,1
0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Figura 10. Curva de calibracion
Elaborado por: (las autoras 2023)
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3.7 Escalamiento de las microalgas

Luego de que las microalgas se adaptaron al medio liquido de los tubos (10 mL), se procedi6 a
escalar a volumenes mas altos y para el primer escalamiento se utilizéo Erlenmeyer estéril de
250 mL, en el cual se verti6 el cultivo liquido de los 7 tubos, todo el proceso de escalado se

trabajo en una camara de flujo laminar y se ubico una gasa estéril para evitar su contaminacion.

Proceso de escalamiento microalgal

1 ml cfu
4Dias

LIL|—
amil
agua

4 Dias LAAIAJ
4 Dias

o

Erlenmeyer de 250 ml

l 4 Dias

+ alreacion
—
320 ml
agua

Erlenmeyer de 500 mi

Figura 11.Proceso de escalado

Fuente: (Burgos, 2013)

Luego de una semana se realizo el segundo escalamiento para ello se utilizé un Erlenmeyer
estéril de 500 mL, en el cual se coloco el indculo anterior o inicio de 250 mL mas 250 mL de
medio de cultivo BG-11 preparado con anterioridad, adicionalmente se aplico aireacion para

mayor homogeniedad y para que no presente sedimentacion.
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Escalamiento secundario a 500 mL

Figura 12. Proceso de trasvasado.

Elaborado por: (las autoras 2023)

Para el tercer escalamiento a un volumen de 1000 mL, se lo realiz6 después de 10 dias, para lo
cual se utilizo un Erlenmeyer de 1000mL en el cual se vertiéo 500 mL de la muestra microalgal
obtenido en el escalamiento secundario mas 500 mL de medio liquido BG-11, posteriormente
se dejo 20 dias para que se desarrollaran e incrementaran su biomasa, de igual manera se aplico

aireacion constante las 24 hrs.

Escalamiento final del proceso de escalamiento

Figural3. Escalamiento microalgal

Elaborado por: (las autoras,2023)
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3.8 Cinética de crecimiento.

Para evaluar el crecimiento microalgal se implemento la camara de Neubauer para el recuento
de microalgas, en la cual se tomd 10 uL de la muestra a analizar y con la ayuda de una
micropipeta se coloco en los cuadrantes de la camara, la cual se ubic6 en el microscopio con el
lente de 40X y se contd los 4 cuadrantes de dicha camara, estos cuadrantes constan de 16
cuadrados con aristas de 0,25 mm. El cuadrado central grande esta dividido en 25 cuadrados
medianos con aristas de 0,2 mm, en el cual cada cuadrado mediano esta dividido en 16 cuadros
centrales con lados de 0,2 mm, cada orificio central se divide en 16 cuadrados con bordes de

0,05 mm y 42 4reas con un 4rea de 0,0025 mm?.

El recuento se realiz6 en el cuadrado mas grande del medio, que se uso para las células mas
pequeiias, en este caso las microalgas, mientras que en los otros cuadrantes para células grandes

(Cartagena & Malo, 2017).

Cuadrantes de la camara de nuebaer para conteo celular

Figura 14. Recuento en Camara de Neubauer.

Elaborado por: (las autoras, 2023)

Procedimiento sin dilucion

» Se us6 cada muestra, previamente homogenizada de cada tratamiento.
» Con una micropipeta se tom6 10 pL para depositar dos gotas y llenar la camara de

Neubauer.
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» Se observo al microscopio iniciando con el lente de 100X de esa manera hasta llegar al
lente de 40X con el que se procedio6 a contar.

» El registro se lleva contando las células que se encuentran dentro de cada cuadricula
marcadas como A, B, CY D.

» Se obtuvo su promedio aplicando la ecuacion sin dilucion.

Procedimiento con dilucion:

Si la concentracion de las muestras era elevada y no se podia contar, se realiz6 el proceso
de dilucion, el cual consistia en tomar 9 mL de agua destilada y 1000 puL de la muestra
del tratamiento aplicando el factor de dilucion de 10 veces.

e Si la concentracion de las muestras es elevada y es imposible contar, se realiza el
proceso de dilucion el cual consiste en tomar 9 mL de agua destilada y 1000 uL de la
muestra del tratamiento aplicando el factor de dilucion de 10 veces.

e Para el conteo se sigue el mismo procedimiento planteado anteriormente.

Y para obtener su promedio se utilizaron las formulas de dilucion.

Formulas de la Camara de Neubauer

DC = (N microalgas contadas) x 10* = (factor de dilusién)

Ecuacion 3. Formula de densidad celular original

VF __ A+B+C+D N
Fd=——"—— N=——x*1 DC == x10* x Fd
Vmuestra 4
Ecuacién 4. Férmula con dilucion Ecuacién 5. Formula sin dilucion Ecuacion 6. Densidad Celular

Elaborado por: (las autoras, 2023)
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Densidad celular de Chlorella sp.

Figura 15. Recuento Chlorella sp.
Elaborado por: (las autoras, 2023)

Se realiz6 el conteo celular usando la ecuacion 3, se observo que la mayor densidad celular fue
de Chlorella sp, mientras que las Diatomeas sp. No presentaron desarrollo ni concentracion en
el medio, por lo que finalmente se trabajo con la biomasa microalgal de Chlorella sp la cual

alcanzo una concentracion de 9.26x10%.

3.9 Disefio experimental
Mediante la aplicacion del disefio experimental completamente al azar, en el cual se realizo 4

tratamientos, con 3 repeticiones y 12 unidades experimentales.

Para implementar los tratamientos se utilizo botellas de un mismo volumen, cada tapa de las
botellas tenia un orificio por donde se colocarén las mangueras, dandoles aireacion constante,
asi como una temperatura que variaba entre 19-21 °C, luz artificial de 2000 Lux y con un pH
de 8.5, y para los tratamientos en oscuridad se us6 un carton para darle apariencia de oscuridad

con las demas condiciones mencionadas anteriormente.
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Implementacion de los tratamientos

AE““ de rio + luz Agua Sintética + lnz | Agua de Rio + Oscuridad I | AS'"! Sintética + Oscuridad |
e e P e e ——
T — — — ‘--_F/‘ [ —e’ I~ e .__\_'_,I
Mucsha ucsm Mncstm Muestra Muestra | | Muestra Mucstra Mucstra Mucsha Mu=stra Mues!ra Muestra
i 2 3
S A SHDE,.
80 mL inéculo microalgal 80 mL indculo microalgal 80 mL inbculo microalgal 80 mL indculo microalgal
920 mL de Agua de Rio 920 mL de Agua Sintética 920 mL de Agua de Rio 920 mL de Agua Sintética

Figura 16. Disefio experimental.
Elaborado por: (las autoras, 2023).
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4 Resultados esperados y discusion

4.1 Caracterizacion y evaluacion fisico y quimico del agua del rio San Pedro.

Tabla 13. Descripcion de la muestra.

Caracteristicas Muestra del rio

Color: café
Apariencia: ligeramente turbia

Olor: caracteristico a
maloliente.

pH: 8.36

Temperatura: 18.5 °C

Elaborado por: (las autoras, 2023)

La caracteristicas descritas en la tabla 12 al momento de su obtencion, se permiti6 evidenciar
un suspendido a la parte inferior de forma agrupada y como describe (Acurio & Arciniegas,
2015) este agrupamiento que forman un conglomerado es donde existe la presencia de

diferentes microalgas para su especificacion es necesario su identificacion microscopica.
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4.2 Caracterizacion microscopica

Tabla 14. Identificacion de la Chlorella sp.

Descripcion microscopica
Color: verde . .
= g + Color: verde
b
Forma: redonda = Forma: alargada
]
Organizacion: forma ~ | Organizacion:
de Colonias. forma de
. : * ¢ colonias.
Tamafio: 2-6 pm .
Tamafio: 8 um
Microalgas: Chlorella sp observada al Microalga: Chlorella sp, vista al 100x
100x a nivel de laboratorio. ’
Elaborado por: (las autoras, 2023) Fuente: (Mercado & Alvarez, 2022)

Como se observa la imagen tomada en el laboratorio, estas algas presentaron una organizacion
celular amplia con pigmentos verdes fotosintetizadores con forma esféricas u ovoides y

midiendo un diametro de aproximadamente de 8 um.

Ademas, y citando a (Guaman & Gonzales, 2016). La Chlorella sp suele tener un diametro de
2 a 12 pm, pueden presentarse de manera unicelular, colonial o filamentosa, y se encuentran
ampliamente distribuidas en diferentes tipos de agua, tanto en dulce como salada, asi como en
el suelo y en habitats subaéreos. Estas microalgas pueden encontrarse en forma de plancton en
cuerpos de agua, en el suelo. También pueden vivir en simbiosis con otros organismos de esta

manera trabajan como un consorcio para remediar aguas contaminadas.
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Tabla 15. Identificacién microscopica de Diatomeas sp.

Descripcion microscopica

Color: café Color: verde
Forma: alargada Forma: alargada
Organizacion: Organizacion:
1 s dispersas unicelulares
Tamafio: 8-12 pm Tamafio: 20 pm
Microalgas: Diatomeas sp observada al Microalga: Diatomeas sp, vista al 100x
100x a nivel de laboratorio. .
Elaborado por: (las autoras, 2023) Fuente: (Pilco & Santander, 2022)

Como se observa en la imagen tomada en el laboratorio las Diatomeas presentaron una
organizacion dispersa con forma alargada, caracteristicas similares descritas por (Pilco &
Santander, 2022). Las diatomeas son seres unicelulares de tipo eucarionte, también conocidas
como diatomeas pardas, que suelen tener un tamafio que oscila entre 10 y 200 pm (0.01 a 0.2
mm). Debido a su naturaleza acuatica y su capacidad fotosintética, son comunmente

clasificadas como algas.

4.3  Analisis de Conteo celular mediante camara de Neubauer

Tabla 16. Densidad celular inicial

CONSORCIO MICROALGAL Cuadrantes Densidad Celular
ALCANZADO A 460 C 382 9.26x104
B 480 D 530

Elaborado por: (las autoras 2023.)

Cada semana se llevd a cabo dos recuentos semanales de microalga las para analizar su

crecimiento.
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Tratamiento 1 - Agua de rio + Fotoperiodo
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Figura 17. Agua de rio + Fotoperiodo

Elaborado por: (las autoras, 2023)

Tratamiento 2 - Agua Sintética + Fotoperiodo
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Figura 18. Agua sintética + Fotoperiodo
Elaborado por: (las autoras, 2023)

Se observa en la figura 17, el T1 (agua de rio + fotoperiodo) que pasé por todas las fases de la
curva de crecimiento, ya que este tratamiento tuvo que adaptarse a los diferentes contaminantes
presentes en el mismo, mientras que, el T2 (agua sintética + fotoperiodo) no pasé por todas sus
fases debido a que aprovecho al maximo las condiciones del medio. Se puede decir que la fase
de adaptacion en el T1 finaliz6 en 3 dias, mientras que en la figura 18, el T2, no necesit6 de la
fase adaptativa para su crecimiento y paso directamente a la fase exponencial en el que hubo
un incremento de densidad celular, el cual se presencio en un periodo de 5 dias para el T1.

La fase estacionaria se caracterizod por evidenciar cambios fisicos (color; verde limon a café) y
quimicos (pH; 6.5-8 y temperatura; 18-22 °C) en el medio, solo para el T1. En cambio, la fase
de muerte para el T1, expresada en la figura 17 empez6 en el dia 22, considerando factores

como; su ciclo de vida y los mas determinantes fueron; el agotamiento de nutrientes, la
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inadecuada fuente de fotoperiodo y pH para su subsistencia, mientras que en el T2 la fase de
muerte celular ocurrio de manera inmediata y drastica después de su fase exponencial, esta

interrupcion de ciclo de vida fue causado por un cambio de pH drastico y falta de nutrientes

esenciales.

Analizando las curvas de densidad celular, se observo que el tratamiento con un mejor resultado
fue el T1, puesto que se implementd las condiciones del medio para un desarrollo 6ptimo y

como factor determinante fue la procedencia de las microalgas, ya que estas fueron nativas de

agua de rio. . .
8 Tratamiento 3 - Agua de rio + Oscuridad

400000
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TE g tete
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<
& O 100000 s
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Figura 19. Tratamiento de Agua de rio + oscuridad
Elaborado por: (las autoras, 2023)

Tratamiento 4 - Agua Sintética + Oscuridad
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Figura 20. Tratamiento de agua de rio +oscuridad
Elaborado por: (las autoras, 2023)
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Los tratamientos que fueron sometidos a oscuridad no cumplieron sus fases de crecimiento
exponencial con normalidad, como se observa en las figuras 19 y 20, los dos tratamientos
presentan la fase exponencial en el mismo tiempo (dia 8 al 11), pasando por un proceso de
adaptabilidad inmediato, ya que en esta etapa la ausencia de fotoperiodo fue un factor
importante, puesto que las microalgas necesitaban de fotoperiodo para degradar los
contaminantes y transformalos en energia, segln el trabajo investigativo de (Sanchez 2018) la
adaptacion de Chlorella sp al medio fue muy rapido con una duracion de 24 horas a partir de la
cual comienza a observarse la fase de aceleracion. A partir del segundo dia se incrementa la
biomasa celular de manera exponencial y es ahi donde se presenta la fase de crecimiento
logaritmico en el cual alcanza la velocidad maxima de crecimiento. En nuestros resultados se
puede inferir que la composicion del agua sintética no fue viable a largo plazo para su

crecimiento.
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4.3.1

Calculo de analisis de varianza (ANOVA)

Para calcular el analisis de varianza, se obtuvo un promedio de la cinética de crecimiento.

Tabla 17. Analisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Tratamientol 3 551107500 183702500 1,7233E+15
Tratamiento2 3 208565000 69521666,7 3,6615E+14
Tratamiento3 3 15518750 5172916,67 5,1744E+10
Tratamiento4 3 55817500 18605833,3 1,1035E+13
ANALISIS
DE
VARIANZA
Promedio de Valor
Origende las  Suma de Grados de los critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad F
Entre grupos 5,931E+16 3  1977E+16 37,6485709 4,5844E-05 4,06618055
Dentro de los
grupos 4,201E+15 8 5,2512E+14
Total 6,3511E+16 11

Se realizd el analisis de varianza de un solo factor en ANOVA, en el cual se evidencio una
diferencia significativa entre los 4 tratamientos (p< 0.05), asi como en el crecimiento de su
biomasa o la composicion de las microalgas, segin (Morocho & Gordillo, 2023) si existe
significancia entre los resultados obtenidos del crecimiento de la microalga en tres dosis
diferentes, los datos para el analisis se obtuvieron por el método de absorbancia. En que se

evidenci6 que existe una diferencia significativa (p < 0.05) entre las 3 dosis.

Segun Matamoros 2022, este analisis nos permitio establecer la diferencia significativa de la
viabilidad celular, la tasa de crecimientos o la produccion de toxinas. Con esta herramienta de

analisis se obtuvo un valor critico de 4,06618<37,6485, es decir, que en entre nuestros
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tratamientos si se acepta la hipotesis alternativa, deduciendo que las microalgas fueron capaces

de remover los contaminantes presentes en las muestras de los tratamientos.

Finalmente, con los resultados obtenidos de las graficas (grafico) y sus respectivas barras de
error nos mostrd una alta variabilidad de datos al final de la fase exponencial en la figura (17)
del T1, y también en la Figura (18) del T2 al igual que en la Figura (19) del T3 mientras que en

la figura (20) del T4 existio una variacion en la fase de muerte.

ANOVA demuestran que los tratamientos tienen diferencias entre ellos del mismo modo que el

crecimiento va tener cambios significativos a la hora de observar la densidad celular

4.4 Medicion de nitratos y amoniaco

4.4.1 Determinacion de Nitratos

El valor inicial arrojado por el equipo HACH fue de 5,2 mg/L NOs-N en el cual al aplicar la
formula de dilucion la concentracion disminuy6 20 veces y como se muestra en la tabla 18 el
valor referencial fue de 104 mg/L NOs-N para los demas resultados realizados en las siguientes

s€manas.

Tabla 18. Calculo inicial de Nitratos

NITRATOS INICIAL EN Total
EL AGUA DEL RIO 104 mg/L NO3-N
Elaborado por: (las autoras 2023)

Cumpliendo con la ecuacion 6 para determinar el porcentaje de remocion se establecio que: a
mayor concentracion de nitratos en la muestra, menor fue el porcentaje de remocion, mientras
que, a menor concentracion de nitratos en la muestra, mayor fue el porcentaje de remocion de

nitratos y mayor viabilidad del tratamiento.
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AGUA DE RIO + FOTOPERIODO
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Figura 21. Agua de rio + Fotoperiodo
Elaborada por: (las autoras, 2023)
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Figura 22. Agua sintética + Fotoperiodo

Elaborado por: (las autoras, 2023)

En la figura 21 se pudo interpretar que el T1 fue el mas viable puesto que el porcentaje de
remocion y el consumo de nitratos al finalizar el experimento fue de 97,59 % y comparando
con el valor inicial tuvo un porcentaje adecuado, a su vez se observé que no hubo una gran
diferencia entre los tratamientos debido a que los nitratos fueron fuente de oxigeno para las

microalgas, asi como lo menciona (Acurio & Arciniegas, 2015). Tanto las microalgas como los
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nitratos se relacionan, ya que estas utilizan al nitrato como fuente de nitrégeno para su
crecimiento, dando asi la remocion de los contaminantes. Ademas, cabe recalcar que las
microalgas utilizaron un mecanismo mas eficiente para absorber nitrégeno, en primera instancia
degradaron nitritos y luego por nitratos, considerando que la conversion a la forma reducida

estd asociada con el consumo de energia.

En la figura 22, los 3T mostraron una remocién similar, sin embargo, el T2 tuvo un mejor
porcentaje frente a los otros T, en este tratamiento no hubo una gran diferencia de remocion, ya
que en la figura 20, se expres6 una muerte microalgal de gran magnitud, por lo que se dedujo

que el agua sintética no fue un medio eficiente utilizado en tratamientos para remover nitratos.

AGUA DE RIO + OSCURIDAD
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Figura 23. Agua de rio + Oscuridad

Elaborado por: (las autoras,2023)
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AGUA SINTETICA + OSCURIDAD
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Figura 24. Agua sintética + Oscuridad

Elaborado por: (las autoras, 2023)

En la figura 24, el medio (agua sintética + oscuridad), fue el T2 aquel que tuvo el mejor
porcentaje de remocion, ya que se obtuvo 95,24%, sin embargo, entre los 3T no hubo una gran
variacion de remocion, ya que las microalgas son fotosintéticas, mientras que en la figura 23,
el medio (agua de rio + oscuridad) no hubo una gran diferencia de remocion, considerando que
hubo una muerte celular de la densidad microalgal. Segun (God, 2020), la luz es un factor
importante en los tratamientos de esta manera se analizo si este factor altera o no la remocion
demostrando que en agua sintética y oscuridad si cumplen la funcién de remover en bajas
concentraciones. Segun Ortiz et al., 2021 las microalgas pueden crecer en un medio heterétrofo
usando carbono orgédnico de esta manera cubren la necesidad de presencia de luz. Esto tiene
relacion puesto que los componentes del medio sintético ayudaron; uno a que se mantenga en
crecimiento la biomasa microalgal y dos realizod la funciéon en menor porcentaje de absorber por

lo tanto de remover nitratos.
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4.4.2 Determinacion de la remocidon de amoniaco

4.4.2.1 Calculo inicial de amoniaco

Tabla 19. Medicidn inicial de amoniaco

Concentracion inicial en las ABSORBANCIA
muestras de agua de rio 0,338 NH3-N
Elaborado por: (las autoras 2023)

AGUA DE RiO + FOTOPERIODO
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Figura 25. Agua de rio + fotoperiodo
Elaborado por: (las autoras 2023)
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Figura 26. Agua sintética + Fotoperiodo

Elaborado por: (las autoras 2023)
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Segun (Candela, 2016) la Chlorella sp tiene una alta tolerancia a altas concentraciones de CO>
en aguas residuales, por lo que las microalgas tienen la capacidad de absorber el amoniaco. De
esta manera cumple que el T1 de figura 25 fue el mejor en remover el amoniaco, dado que, en
la primera semana que se obtuvo valores de 0,58 y en la ltima semana arrojo valores de 0,55
mg/L, se esta manera se infiere que las microalgas cumplieron el objetivo de remover amoniaco.
Mientras que en el T2 de la figura 26, en la primera semana se obtuvo valores altos de 2,8 mg/L,
y en la Gltima semana valores de 2,02 mg/L, ya que un factor importante para la remocion del

amoniaco es el fotoperiodo, por lo que no cumplié totalmente funciéon de remover el amoniaco.

AGUA DE RIO + OSCURIDAD
B 0,700
S0 0,600
£ 0,500
;E 0,400
& 0,300
o
< 0,200
2 0,100
8 0,000
14/5/2023 24/5/2023 3/6/2023
Fechas de Tratamiento
Figura 27. Agua de rio + Oscuridad
Elaborada por: (las autoras, 2023)
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AGUA SINTETICA + OSCURIDAD
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Figura 28. Agua sintética + Oscuridad
Elaborada por: (las autoras, 2023)

En la figura 27, se muestra una alta remocion de amoniaco ya que en la primera semana arrojo
valores de 0,40 mg/L, terminando con una concentracion de 0.35 mg/L. mientras que en la
figura 28 hubo un incremento de amoniaco debido a que la densidad celular disminuy6
drasticamente, liberando toxinas, como nitrogeno, diéxido de carbono, al momento que liberd
estos componentes hubo u incremento de amoniaco, llegando a alterar también pH del medio.
Segtin (Beltran et al., 2017) es importante asumir que la eliminacion de metales por medio de
las microalgas ya que fueron controladas por recepcion celular, al aumentar el pH, afecta la

disponibilidad de nutrientes, asi como el aumento didxido de carbono (CO»).
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5

Conclusiones

» El consorcio microalgal nativa de las muestras de agua del rio San Pedro cultivado

alcanzo una gran densidad celular de 9,26x10* Cel/mL fue viable para la ampliacion en
los tratamientos determinando alta tasa de crecimiento, tolerancia a la variabilidad de
los medios y capacidad de remediar contaminantes de agua residuales.

Los tratamientos mas viables para la biorremediacion de aguas residuales fueron los
tratamientos: T1 (agua de rio mas fotoperiodo) para nitratos con valores de 97.59 mg/L
y para amoniaco fue el T1 (agua de rio mas fotoperiodo) con concentracion final de 0.55
mg/L.

Las microalgas fuero extremadamente versatiles y se adaptaron a diferentes condiciones
del medio pueden crecer en agua dulce o salada, y en diferentes niveles de pH y
temperaturas. Esto las convierte en candidatas ideales para la biorremediacion en una
amplia variedad de entornos contaminados.

La investigacion presente arrojo resultados favorables en presencia de fotoperiodo ya
que, si hubo cambios significativos en la remocion de los contaminantes, mientras que
ausencia de fotoperiodo no hubo una variabilidad significativa, por lo tanto, no se
present6 una alta remocion de nitratos y amoniaco.

Finalmente, la aplicacion de Chlorella sp ofrece una doble funcionalidad, puede ser
empleada tanto en el tratamiento de aguas residuales como en la eliminacion de
nutrientes. Ademas, posibilita la produccion de biomasa algal, que posteriormente
puede ser utilizada para diversos fines biotecnologicos, tales como la generacion de

biocombustibles, biofertilizantes, suplementos alimenticios, entre otras posibilidades.
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Recomendaciones

» Analizar otros contaminantes que pueden estar presentes en las aguas residuales puesto
que se observo viabilidad en los tratamientos las microalgas pueden remover otros
contaminantes que causen dafio al medio ambiente y a la salud del ser humano.

» Para futuras investigaciones de biorremediacion con el uso de microalgas para aguas
residuales, se recomienda aumentar la cantidad del inoculo microalgal a las muestras
para la descomposicion de los metales tales como: nitratos y amoniaco en los
tratamientos realizados.

» Para la recoleccion de las muestras, se buscara puntos mas accesibles que facilite el
ingreso del técnico a las zonas de muestreo, ademas se debe tomar muestras de distintos
puntos del rio de esa manera se analizaria en que ubicacidon se encuentra con mayor
contaminacion debido a las actividades antropogénicas causadas por el hombre.

» Realizar un monitoreo regular por lo que los analisis microbiologicos son esenciales en
los sistemas de tratamiento de aguas residuales para controlar y mantener bajos los
niveles de bacterias coliformes y otros microorganismos patogenos de esta manera se

garantiza la seguridad y la calidad del agua.
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7 Anexos

Anexo 1: Fase de campo

Elaborado por: (las autoras, 2023)
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Anexo 2: Reactivos para analisis

Técnica Nessler

Medios BG-11

Elaborado por: (las autoras, 2023)
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Anexo 3: Investigacion a nivel de laboratorio

Escalamiento Implementacion de los tratamientos

Céamara de Neubauer Control fisico, quimico y microbiologico

Elaborado por: (las autoras, 2023)

62




Anexo 4: Analisis estadistico
Datos de la curva de calibracion

N.° Concentracion Absorbancia

1 0,2 0,158

2 0,35 0,215

3 0,5 0,233

4 0,65 0,273

5 0,85 0,373

6 1 0,631

Elaborado por: (las autoras 2023)
Datos de densidad celular
- . AGUA DE RiO + AGUA SINTETICA +
AGUA DE RIO + LUZ AGUA SINTETICA + LUZ OSCURIDAD OSCURIDAD
Fecha/Tratamiento T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3

8/5/2023 285000 | 607500 | 387500 | 830000 | 565000 | 590000 | 117500 | 105000 | 82500 505000 467500 450000
11/5/2023 512500 | 675000 | 550000 |7875000|5900000|6175000| 240000 | 275000 | 207500 | 825000 1225000 | 1975000
16/5/2023 16475000 10800000 | 8625000 |2375000|2525000{4125000| 245000 | 307500 | 245000 | 1225000 | 812500 1395000
19/5/2023 16075000 11875000 | 9550000 | 2650000 |1675000 |4850000| 282500 | 280000 | 250000 | 1162500 | 815000 1162500
22/5/2023 13625000 13125000{10125000 | 2750000 | 1550000 | 4050000 | 275000 | 267500 | 300000 | 1075000 | 675000 725000
25/5/2023 11250000| 10625000 | 9250000 |2550000 | 1300000 |3500000| 265000 | 282500 | 282500 | 937500 600000 575000
29/5/2023 9250000 | 7450000 | 7825000 |2825000|1725000|3250000| 200000 | 125000 | 242500 | 662500 457500 375000
1/6/2023 6825000 | 6275000 | 6375000 |2700000|1775000|2450000| 160000 | 140000 | 272500 | 420000 252500 390000

Elaborado por: (las autoras,2023)




Datos de Amoniaco

AGUA DE RiO + LUZ AGUA DE RiO + OSCURIDAD
Fecha/Tratamientos Tl T2 T3 | Promedio | Desviacion | Tl T2 T3 Promedio | Desviacion
19/5/2023 0,65410,54010,543 0,579 0,065 0,622 | 0,432 | 0,166 0,407 0,065
1/6/2023 0,556 10,55910,535 0,55 0,013 0,365 | 0,395 | 0,274 0,345 0,013
AGUA SINTETICA +LUZ AGUA SINTETICA + OSCURIDAD
Fecha/Tratamientos Tl T2 T3 | Promedio | Desviacion | Tl1 T2 T3 Promedio | Desviacion
19/5/2023 2,819 (2,872 (2,829 2,84 0,028 2,819 | 2,872 | 2,829 2,84 0,028
1/6/2023 1,474 11,725 | 2,881 2,027 0,75| 1,474 | 1,725 | 2,881 2,027 0,75
Elaborado por: (las autoras,2023)
Datos de Nitratos
AGUA DE RIO + | AGUA SINTETICA + | AGUA DE RIO + | AGUA SINTETICA Unidad
LUZ LUZ OSCURIDAD + OSCURIDAD
Trzﬂ;ilii/n to T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3
12/5/2023 2,1 2,5 2,1 53 4.9 3,4 5 7 4 9 53 4,5 | mg/L NOs-N
19/5/2023 1,5 1,3 1,9 52 17 4.8 5,4 5 4.9 6 4,9 4,2 | mg/L NOs3-N
23/5/2023 1,9 2,1 2 53 4,3 4,2 4,3 3,8 4,2 5,2 4,3 59 | mg/L NOs-N
1/6/2023 4,5 3 2,3 4,9 6 4 4,7 4 4,7 5 4,6 17 mg/L NO3-N

Elaborado por: (las autoras,2023)






