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RESUMEN

La produccién de biomasa a partir de la microalga Chlorella vulgaris ha cobrado relevancia
en los dltimos afios debido a su potencial en diversas aplicaciones y su capacidad para
adaptarse a diferentes entornos. Esta investigacion se propuso explorar las condiciones
Optimas para el crecimiento de Chlorella vulgaris, analizando factores clave como la
temperatura, el pH, la luminosidad y la composicién del medio nutritivo, esta investigacion
fue evaluar el crecimiento de Chlorella vulgaris en funcion de la concentracion de potasio,
fosfatos y nitratos para asi determinar la concentracion Optima de estos nutrientes y
maximizar la biomasa. La investigacion se llevo a cabo mediante un sistema de biorreactores
a escala de laboratorio, utilizando un disefio experimental que involucré la manipulacion de
concentraciones de potasio, fosfatos y nitratos. Los resultados de esta investigacion
contribuirdn al desarrollo de técnicas més eficientes y rentables para la produccion de

biomasa a partir de Chlorella vulgaris.
PALABRAS CLAVE

Chlorella vulgaris, Produccién sostenible, Biomasa, Condiciones éptimas de crecimiento,

Medio nutritivo, Microalgas



ABSTRACT.

The production of biomass from the microalgae Chlorella vulgaris has gained relevance in
recent years due to its potential in various applications and its ability to adapt to different
environments. This research aimed to explore the optimal conditions for the growth of
Chlorella vulgaris, analyzing key factors such as temperature, pH, luminosity and the
composition of the nutrient medium, this research was to evaluate the growth of Chlorella
vulgaris as a function of the concentration of potassium, phosphates and nitrates in order to
determine the optimal concentration of these nutrients and maximize the biomass. The
research was carried out using a laboratory-scale bioreactor system, using an experimental
design that involved the manipulation of potassium, phosphates, and nitrate concentrations.
The results of this research will contribute to the development of more efficient and cost-

effective techniques for the production of biomass from Chlorella vulgaris.

KEYWORDS

Chlorella vulgaris, Sustainable production, Biomass, Optimal growing conditions, Nutrient

medium, Microalgae
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1 INTRODUCCION
Durante los dltimos afios, la intensa blusqueda por el mejoramiento y el crecimiento de
Chlorella vulgaris, ha cobrado relevancia, debido a su potencial en diversas aplicaciones,
adecuada eficiencia fotosintética y su capacidad para adaptarse a diferentes entornos con
diversidad de condiciones ambientales variables, lo que la hace ser candidata ideal para una
produccion sostenible de biomasa, siendo la razén por que ha impulsado investigaciones que
buscan optimizar su cultivo y maximizarla mediante el uso de medios de cultivo especificos,
como soluciones enriquecidas, micronutrientes, macronutrientes y subproductos industriales,

entre otros.

En este trabajo, se propone explorar las condiciones dptimas para el crecimiento de Chlorella
vulgaris, microalga de gran potencial para la produccion de biomasa. Para lograr este
objetivo, se analizaran factores clave como la temperatura, el pH, la luminosidad y la
composicién del medio nutritivo, utilizando concentraciones variadas de potasio, fosfato y
nitratos. Estos parametros son fundamentales para comprender el crecimiento y desarrollo de
la microalga, y se espera que contribuyan al desarrollo de técnicas mas eficientes y rentables

para la produccion de biomasa.

Mediante un sistema de biorreactores, implementado a escala de laboratorio, se busca
optimizar las condiciones de crecimiento de Chlorella vulgaris. Para el cumplimiento de este
proyecto, se llevd a cabo un seguimiento detallado de la microalga, que consistid en aislar y
aumentar la biomasa algal para su posterior aplicacidn en soluciones madres modificadas con
Nitrato, Fosfatos y Potasio. Con el respaldo de la Universidad Politécnica Salesiana, que
proporciond el uso del laboratorio y los equipos necesarios para el desarrollo de este proyecto

en condiciones favorables.



1.1 Delimitacién

1.1.1 Geogréfica
El presente estudio se lo realizd en el Distrito Metropolitano de Quito, canton Quito,

provincia de Pichincha.

1.1.2 Temporal

El proyecto de investigacion se realiz6 en los meses de Octubre a Diciembre, la propagacion
de la especie preseleccionada de la microalga Chlorella vulgaris fue en el a inicios del mes
de Octubre y el disefio experimental fue realizado a mediados del mes de Septiembre y

Diciembre

1.1.3 Sectorial
El area de actuacion del disefio experimental se enmarca en el Sector de La Floresta en la
Universidad Politécnica Salesiana, bloque B, la cual presenta altitud de 2810 m, una latitud

de 0°12'28"S y una longitud de 78°29'16"0O

1.1.4 Institucional
El proyecto experimental se realizo en los Laboratorios de Ciencias de la Vida, Investigacion

y Desarrollo 11, de la Universidad Politécnica Salesiana.

1.2 Pregunta de investigacion
¢Cual es la concentracion optima de potasio, fosfatos y nitratos en el medio de cultivo que
maximiza la produccion de biomasa de Chlorella vulgaris, y como interactian estos

nutrientes para influir en su crecimiento y productividad?



1.3 Objetivos
1.3.1 General
Evaluar el crecimiento de la especie Chlorella vulgaris en funcion de la concentracion de

potasio, fosfatos y nitratos por el método de conteo celular

1.3.2 Especificos
e Determinar la concentracion dptima de potasio, fosfatos y nitratos mediante el
método de superficie de respuesta para maximizar la biomasa de Chlorella vulgaris.
e Cuantificar la biomasa de Chlorella vulgaris mediante conteo celular en funcion de
los factores experimentales propuestos.
e Cuantificar la cantidad de clorofila presente en la biomasa de Chlorella vulgaris en

funcién de los factores experimentales propuestos.

1.4 Hipotesis
Hipdtesis nula: No hay un efecto significativo de las concentraciones de potasio, fosfatos y

nitratos en el medio de cultivo sobre la produccion de biomasa de Chlorella vulgaris.

Hipotesis alterna: Existen efectos significativos de las concentraciones de potasio, fosfatos

y nitratos en el medio de cultivo sobre la produccién de biomasa de Chlorella vulgaris.



2 FUNDAMENTACION TEORICA

2.1 Microalgas

Las microalgas son microorganismos fotosintéticos unicelulares, estas poseen un tamafio de
5 a 50 um, son necesarias para la produccién primaria en la cadena trofica, ya que debido a
su tamafio permite que el proceso de digestion en los organismos que las consumen logren

mejorar y facilitar el proceso de digestion(Plasencia, 2012)

Las microalgas poseen un aspecto verdoso muy similar al de las plantas, por lo cual necesitan
de la luz para desarrollarse y crear materia organica, debido a que poseen clorofila (Safi et

al., 2014).

En la actualidad, los microorganismos han experimentado un aumento significativo en su
aplicacion en diversas areas de investigacion y produccion, incluyendo la agricultura, la
farmacéutica, la biorremediacion, la alimentacion y la energia. Esto se debe a la amplia gama
de propiedades que presentan, las cuales varian segun la especie. En particular, la produccion
de aminoacidos libres, minerales y sustancias de interés ha sido un area de gran interés, ya

que ha permitido avanzar en la investigacion y comprension de estos microorganismos.

Las microalgas, un tipo de microorganismo, han demostrado ser especialmente prometedoras
en este sentido. Estos microorganismos pueden subsistir en condiciones aisladas o en
colonias, y se estima que existen aproximadamente 30.000 especies diferentes. Ademas,
desempefian un papel fundamental en el balance del oxigeno en el planeta, contribuyendo
con casi el 50% de la fotosintesis mundial. De igual forma, constituyen la base de la cadena
alimentaria global, generando alrededor del 70% de la produccion total de materia

organica(Gomez et al., 2022).



La importancia de las microalgas en la produccién de biomasa y su potencial para diversas
aplicaciones han generado un creciente interés en la investigacion y el desarrollo de
tecnologias para su cultivo y procesamiento. En este sentido, el presente estudio se propone
explorar las condiciones dptimas para el crecimiento de Chlorella vulgaris, una especie de
microalga con gran potencial para la produccion de biomasa y otros productos de interés

(Candela, 2016).

En este grupo de organismos también se encuentran las cianobacterias que son mayormente
conocidas como algas verdeazuladas, asimismo, las algas eucariotas verdes, rojas o doradas,
una de ellas es la especie Chlorella vulgaris, debido a que posee una alta tasa de crecimiento
y resistencia que la caracteriza, logrando asi que pueda sobrevivir a condiciones extremas,
sin embargo, hay que tener en cuenta los parametros bioldgicos, operacionales y

climéaticos(Gomez et al., 2022).

2.2 Chlorella vulgaris

La especie Chlorella vulgaris es una microalga unicelular verde que pertenece al reino
Protista y al filo Chlorophyta. Esta alga es conocida por su capacidad para realizar
fotosintesis, utilizando luz solar, diéxido de carbono y agua para crecer y multiplicarse
rapidamente es considerada una de las méas fuertes ya que puede vivir en condiciones
extremas, ideal para obtener una alta tasa de crecimiento por su buena capacidad para formar

agregados y alta tolerancia a las variaciones estacionales. (Hernandez & Labbé, 2014).

Aparte también posee la capacidad para eliminar una gran variedad de contaminantes como
fertilizantes, productos farmacéuticos, metales pesados, detergentes, pesticidas, nitrato,
fosfato, amonio, nitrito, y otros contaminantes emergentes del medio en que se encuentra

(Robles et al., 2016).



2.2.1 Morfologia

Tiene una forma esférica, lo que le permite una mejor flotacion en el agua y facilita la
captacion de luz para la fotosintesis. Esta forma es caracteristica del género Chlorella, que
significa "pequefia verde" en griego, reflejando su tamafio y color; Su didmetro varia entre 2
y 10 micrémetros (um), posee una estructura celular eucariota, lo que significa que su
material genético estd contenido dentro de un nucleo definido. Ademés, cuenta con
cloroplastos que contienen los pigmentos fotosintetizadores clorofila a y b, responsables de
su color verde y de la realizacién de la fotosintesis, posee una pared celular robusta,
compuesta principalmente por celulosa, que le proporciona resistencia ante condiciones

adversas como altas concentraciones de contaminantes(Gomez et al., 2022).

Chlorella vulgaris

Figura 1 Chlorella vulgaris vista desde microscopio a 40X

Elaborado por: (La autora,2024)

2.2.2 Taxonomia

Esta microalga fotosintética eucariota presenta la siguiente taxonomia



Tabla 1. Taxonomia de la especie Chlorella vulgaris

Taxonomia
Reino: Plantae (Primoplantae)
Division: Chlorophyta
Clase: Trebouxiophyceae
Orden: Chlorellales
Familia: Chlorellaceae
Genero: Chlorella

Fuente: (Safi et al., 2014).

2.2.3 Reproduccion

Esta especie se reproduce de forma asexual por fision binaria, la cual es realizada dentro de
la pared celular de la célula madre, para asi formar las células hijas por division del
protoplasto, una célula madre se divide en dos células hijas, cada una con la misma
informacion genética que la célula original, para posterior a eso, la pared celular externa se
rompa los restos de la célula madre pueden ser utilizados como nutrientes por las células hija.
Este mecanismo es eficiente y permite un rapido aumento en la poblacién de microalgas,

contribuyendo asi a la colonizacién de nuevos habitats(Robles et al., 2016)

2.2.4 Ciclo de vida
El ciclo de vida de las microalgas se puede dividir en varias fases, cada una de las cuales
proporciona informacion valiosa sobre su desarrollo y crecimiento (Figura 2). A continuacion,

se presentan estas fases de manera mas detallada:

e Fase de Latencia
La fase de latencia se inicia inmediatamente después de la inoculaciéon de las
microalgas en un nuevo medio de cultivo. Durante este periodo, las microalgas
experimentan un proceso de adaptacién a su entorno, lo que implica un ajuste

metabdlico significativo. En esta etapa, no se produce replicacion del ADN ni



divisién celular, lo que significa que no hay un aumento en el nimero de células. Sin
embargo, esta fase es crucial, ya que permite a las microalgas prepararse para las
condiciones del medio y establecerse adecuadamente antes de entrar en la siguiente
fase de crecimiento(Castro, 2018).

Fase de Crecimiento Exponencial

Una vez que las microalgas han superado la fase de latencia, entran en la fase de
crecimiento exponencial. En esta etapa, se observa un aumento acelerado en la
poblacion celular debido a la rapida reproduccion. La tasa de crecimiento en esta fase
es altamente dependiente de las condiciones ambientales, especialmente la
disponibilidad de nutrientes. Durante este periodo, las microalgas utilizan
eficientemente los recursos del medio, lo que resulta en una rapida multiplicacion
celular y un incremento notable en la biomasa(Prieto, 2020).

Fase Estacionaria

A medida que los nutrientes comienzan a agotarse y se acumulan metabolitos
secundarios potencialmente toxicos, las microalgas alcanzan la fase estacionaria. En
esta etapa, el crecimiento celular se estabiliza; el nimero total de células viables se
mantiene constante debido a que la tasa de mortalidad celular iguala a la tasa de
formacion de nuevas células. Aunque algunas células continan muriendo por la falta
de nutrientes y el estrés ambiental, otras estan siendo producidas al mismo ritmo,
resultando en una poblacion estable(Prieto, 2020).

Fase de Muerte

Finalmente, en la fase de muerte, se produce un descenso significativo en la poblacion

celular debido al agotamiento total de los recursos alimenticios y a la acumulacion



excesiva de productos téxicos en el medio. En esta etapa, la tasa de generacién de
nuevas células es inferior a la tasa de mortalidad, lo que lleva a una disminucion
progresiva del nimero total de microalgas viables. Si las condiciones no mejoran o
no se reinicia el suministro adecuado de nutrientes, esta fase puede culminar en la

extincion completa de la poblacion (Castro, 2018).

Fases de crecimiento celular

06 4
Fase estacionaria
05 4
04
03 4 Fase de muerte
Fase de
0.2 4 latencia
Fase de crecimiento
0.1 4 exponencial
|:| T T T T 1
0 5 10 15 20 25
Tiempo, dias

Figura 2 Crecimiento celular de Chlorella vulgaris

Nota: Representacion de la velocidad especifica de crecimiento en las fases de la especie Chlorella vulgaris,
en la cual se representa en el eje X la variacién del tiempo y en el eje Y la concentracion de la biomasa de la
especie

Elaborada por: (Castro, 2018).




2.3 Medio de cultivo

El cultivo de microorganismos fotosintéticos como las microalgas requieren medios
nutritivos especificos que consideren las caracteristicas fisioldgicas y ambientales de cada
grupo de microorganismo a considerar, ya que para la seleccién del mismo se debe de tener
en cuenta la concentracion de nutrientes esenciales y oligoelementos que estos poseen para
asegurar asi un crecimiento optimo y relevante de los microorganismos, como en el caso de
las microalgas, existen muchos medios de cultivos utilizados sin embargo, algunos de los
medios mas utilizados son el medio Bold Basal, el medio Beijerinck, el medio BG-11, el
medio Jordan, el medio Euglena, entre otros los cuales contiene nutrientes esenciales como
nitrogeno, fosforo, potasio, y micronutrientes que son vitales para el crecimiento saludable
de la microalga los que deben ser proporcionados en concentraciones adecuadas para ayudar
a la sintesis de proteinas, la produccion de ATP, acidos nucleicos y la ayuda en la regulacion

osmotica y en la activacion de enzimas(Mufioz et al., 2012).

2.3.1 Condiciones de cultivo

Para la produccion de biomasa algal, es fundamental considerar diversos factores que pueden
limitar su desarrollo. Estos factores incluyen la intensidad de luz, el pH, la temperatura, el
oxigeno disuelto y los nutrientes disponibles. A continuacion, se detallan estos aspectos

criticos:

o Luz
La luz es un factor crucial para el crecimiento de las microalgas, ya que proporciona
la energia necesaria para llevar a cabo las reacciones fotosintéticas que permiten la
conversion de nutrientes inorganicos en biomasa organica. Sin embargo, cuando la

intensidad luminica supera ciertos niveles, las microalgas pueden recibir mas energia
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de la que pueden utilizar, lo que provoca una disipacion de energia en forma de calor
y una reduccion en la eficiencia fotosintética (Alvarez, 2012). Por lo tanto, es esencial
implementar un sistema de mezcla eficiente que garantice que todas las células
reciban suficiente luz, ya que la turbidez del medio puede disminuir la intensidad
luminica. Se recomienda una intensidad éptima de aproximadamente 75.000 lux;
exceder este limite puede inducir estrés luminico, provocando blanqueamiento y
disminucion del cultivo (Mufioz et al., 2012).

Temperatura

La temperatura del medio de cultivo juega un papel determinante en el crecimiento
eficiente de las microalgas. Segun (Pérez et al., 2017), el rango Optimo para el
crecimiento de Chlorella vulgaris se sitta entre 18 y 30 °C. Temperaturas inferiores
a 16 °C pueden ralentizar el desarrollo, mientras que temperaturas superiores a 35 °C
resultan letales. Este factor también influye en la capacidad de las microalgas para
absorber nutrientes(Gomez et al., 2022).

pH

El pH del medio de cultivo es otro parametro critico que puede verse alterado por
diversos factores como la productividad algal y la respiracion. Este parametro influye
directamente en el metabolismo de las microalgas, ya que afecta la solubilidad del
CO2y otros minerales esenciales. Para Chlorella vulgaris, los valores 6ptimos de pH
oscilan entre 7,5 y 8,5; valores inferiores pueden perjudicar la produccién de
metabolitos y la absorcidn de minerales esenciales(Gomez et al., 2022).

Nutrientes
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La disponibilidad de nutrientes es esencial para una produccion adecuada de biomasa
algal. Las células algales requieren macronutrientes como nitrogeno, fosforo,
carbono, hidrégeno y azufre para su desarrollo estructural y funcional. El nitrégeno
es considerado uno de los nutrientes mas importantes después del carbono, siendo
incorporado principalmente en forma de nitrato (NOs~) o amonio (NH4") (Hernandez
& Labbé, 2014). Por su parte, el fosforo es crucial para la formacién de acidos
nucleicos y la transferencia energética; aunque su contenido en microalgas es inferior
al 1%, su deficiencia puede limitar significativamente el crecimiento algal (Ortiz
Martha et al., 2012). En los medios de cultivo, generalmente se incorpora como
fosfato (PO4+*").

Oxigeno Disuelto

La intensa actividad fotosintética puede llevar a un aumento significativo en los
niveles de oxigeno disuelto, alcanzando saturaciones superiores al 200%. Sin
embargo, estas altas concentraciones pueden afectar negativamente la productividad
algal; por ejemplo, a una saturacion del 200%, se observa una reduccion del 17% en
la productividad, mientras que a niveles del 300%, esta disminucion puede alcanzar
hasta el 25% (Marquez, 2020). Por lo tanto, es crucial implementar un sistema
adecuado de oxigenacion para mantener los niveles de oxigeno disuelto por debajo
del 250% de saturacion(Ararat et al., 2020).

Nitrato

El nitr6geno es un elemento vital para todas las formas de vida en el planeta y juega
un papel fundamental en el ciclo del nitrégeno. Este compuesto reacciona con el

oxigeno para formar diversos compuestos organicos (MicroLab, 2017).
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En condiciones acidas, el nitrégeno permanece disuelto en agua; sin embargo, en
condiciones alcalinas puede transformarse en gas amonio, lo cual facilita su
volatilizacién a la atmosfera. A través del proceso de nitrificacion llevado a cabo por
bacterias como Nitrosomonas, el nitrogeno amoniacal se oxida a nitrito y
posteriormente a nitrato, que es considerado menos toxico y puede acumularse en
fuentes hidricas sin alterar significativamente los ecosistemas. Estos factores deben
ser cuidadosamente gestionados para optimizar la produccién de biomasa algal y

garantizar un cultivo sostenible y eficiente(Pérez et al., 2017).

2.4 Biomasa

Las microalgas son organismos unicelulares que desempefian un papel fundamental como
productores primarios en ecosistemas acuaticos de todo el mundo, tanto en ambientes
marinos como de agua dulce. La mayoria de estas microalgas son capaces de vivir de manera
fotoautotrofica, es decir, producen su propia energia a través de la fotosintesis, lo que les
permite reproducirse rapidamente y acumular biomasa de manera eficiente en un periodo
corto de tiempo; La biomasa, en este contexto, se refiere al conjunto de materia organica de
origen vegetal o animal que puede ser utilizada como fuente de energia renovable. Ademas,
la biomasa también puede ser definida como la fraccion biodegradable de productos,
desechos y residuos de origen biologico, lo que la convierte en una fuente prometedora de

energia sostenible (Rizzo et al., 2022).

2.5 Conteo celular
El conteo celular es un método utilizado para cuantificar el nimero de células en una muestra,

y es especialmente relevante en el estudio, ya que nos permite evaluar el crecimiento y la
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viabilidad celular, para poder optimizar las condiciones de cultivo y la produccion de

biomasa(Gallego & Pérez, 2021).

El conteo celular es una técnica fundamental en la investigacion y el cultivo de microalgas,
que consiste en determinar el nimero de células presentes en una muestra. Esta técnica es
crucial para evaluar la densidad celular, el crecimiento y la productividad de las microalgas,
lo que a su vez es esencial para optimizar los procesos de cultivo y produccion de biomasa
ya que nos permite poder optimizar las condiciones de cultivo como la iluminacion, la
temperatura y la nutricion, logrando asi maximizar la producciéon de biomasa lo cual es
fundamental en la investigacion y el desarrollo de nuevas tecnologias y productos basados

en microalgas (Castro Bustamante, 2018).

Existen varias técnicas de conteo celular para microalgas, como el conteo celular directo en
el que consiste contar las células directamente bajo un microscopio, el conteo celular
indirecto en el que se ve relacionado con medir la absorbancia o la fluorescencia de las células
para estimar la densidad celular, el uso de camaras de conteo, para esta técnica consiste en
utilizar cdmaras de conteo especializadas para contar las células como la muy conocida
camara de Neubauer, entre otras también conocidas tenemos la Citometria de Flujo que posee
laseres para contar y analizar las caracteristicas de las células en suspensién, proporcionando
datos precisos y rapidos sobre la poblacion celular y la Microscopia Automatizada que nos
permite una Combinacion de algoritmos de reconocimiento a la imagen con microscopios

para contar células de manera eficiente (Gomez et al., 2021).

2.5.1 Conteo Celular en camara de Neubauer
La camara de Neubauer fue desarrollada en el siglo XIX por el médico aleman Friedrich
Neubauer. Inicialmente, se utilizd para contar células sanguineas, pero posteriormente se
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adapto para contar células de otros tipos, incluyendo microalgas. Es una técnica ampliamente
utilizada para determinar la densidad celular de microalgas en suspension. Esta técnica es
fundamental en la investigacion y el cultivo de microalgas, ya que permite evaluar el
crecimiento y la productividad de estas células. La técnica de conteo celular en cdmara de
Neubauer (Figura 3) se basa en la visualizacion y el conteo de las células de microalgas en
una camara especializada ya que esta disefiada con una serie de cuadriculas y lineas de

referencia que permiten contar las células de manera precisa(Pérez et al., 2017).

j ’ Newus, 2o,

Figura 3 Camara Neubauer con vista frontal

Fuente:(Gallego & Pérez, 2021).
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Figura 4 Camara Neubauer con vista lateral

Fuente:(Gallego & Pérez, 2021).
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En la mayoria de los laboratorios, la camara de recuento que se utiliza es el hematocitometro
de 0.1 mm de profundidad con reglilla de Neubauer, la cual consta de 9 cuadrados con lados
de 1 mm (areatotal de recuento = 0.9 mm,). Cada uno de los cuales corresponde a un volumen

de 0.1 pL. Los cuatro extremos estan subdivididos en 16 cuadros (Figura 5).

El cuadro central contiene 25 cuadros, cada uno con un érea de 0.04 mm; (0.2 mm x 0.2 mm),

a su vez divididos en 16 cuadros méas pequefios (Figura 5).

1.00 mn.

1.00 mm,

0.05 am. =

Feae
4
B

L 1.00 mu.

0.25 mm.

T

Figura 5 Areas de recuento de células en la camara de Neubauer

Fuente:(Gallego & Pérez, 2021).

Para células més grandes de 6 pm y con cultivos relativamente poco concentrados, se
recomienda que el recuento se haga en los cuatro cuadros de 1 mm, sin embargo, cuando las
células son pequefias y la concentracion de los cultivos es muy alta, se pueden utilizar cinco

cuadros menores del cuadro central de 0.04 mms.

Ya teniendo en cuenta, el tipo de muestra a utilizar y los resultados se procede a determinar

el recuentro celular con la férmula de densidad celular (Ecuacion 1).
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Ecuacién 1 Densidad celular

Determina la cantidad de células en el conteo de la camara de Neubauer

) media de las celulas vivas X factor de dilucién
Densidad Celular(cel/mL) =

volumen de un cuadrado (mlL)

Nota. Esta ecuacion determina la concentracion celular de la microalga Chlorella Vulgaris en las diferentes
concentraciones del disefio experimental.

Elaborado por: (La autora,2025)

2.5.2 Espectrofotometria

La espectrofotometria es una técnica analitica fundamental utilizada para medir la cantidad
de luz que absorbe una sustancia. Se basa en la relacion entre la absorcion de luz y las
propiedades del material, permitiendo determinar concentraciones de compuestos quimicos
en soluciones posee como principios la Ley de Beer-Lambert, esta ley establece que la
absorbancia (A) de una solucion es directamente proporcional a la concentracion (c) del
soluto y a la longitud del camino Optico que atraviesa la luz(Pérez et al., 2017).

Ecuacion 2 Ley de Beer-Lambert

Determinar concentraciones de compuestos quimicos en espectrofotémetro

A = eClL

Nota: La ley explica que hay una relacion entre la absorcion de luz por una sustancia y la concentracién de ésta,
asi como también con la longitud del cuerpo que la luz atraviesa; A (valor de absorbancia que nos proporciona el
espectrofotdmetro), € (absortividad molar, depende de la longitud de onda), C (concentracion molar de la sustancia
detectada), ¢ (longitud recorrida en centimetros de la celda)

Elaborado por: (La autora,2025)

existen varios tipos de Espectrofotometria las cuales se usan de acuerdo con la muestra a

utilizar como:

e Espectrofotometria UV-Visible: Utiliza radiacion ultravioleta y visible (180-780 nm).

e Espectrofotometria Infrarroja (IR): Analiza longitudes de onda en el rango infrarrojo.

17



e Espectrofotometria Fluorescente: Mide la fluorescencia emitida por una muestra tras

ser excitada por luz.

2.5.3 Turbidez

La turbidez es una medida de la falta de transparencia de una muestra de agua debida a la
presencia de particulas extrafias, se la realiza para determinar el grado de penetracion de la
luz en el agua, cantidad de oxigeno disuelto, el aumento o disminucion del material
suspendido en el agua, por lo cual se ha convertido en un indicador importante de la densidad
celular de las microalgas en una muestra ya que al medir la turbidez, se puede estimar la
cantidad de células microalgales presentes en la muestra, lo que es fundamental para evaluar
el crecimiento y la productividad de las microalgas. Ademas, puede ser utilizada para
monitorear la calidad del agua y detectar cambios en la composicion de las comunidades
microalgales debido a que poseen una relacion directamente proporcional relacionada con la
densidad ya que a medida que aumenta la densidad celular, también aumenta la

turbidez(Morocho Parees & Gordillo Ordofiez, 2023).

2.5.4 Clorofila

La clorofila es un pigmento esencial, que permite a los organismos realizar la fotosintesis,
un proceso mediante el cual convierten la luz solar en energia quimica. Esta energia se utiliza
para transformar el dioxido de carbono y el agua en glucosa y oxigeno, es responsable del
color verde caracteristico de las plantas, algas y algunas bacterias, La clorofila contiene un
anillo de porfirina que incluye un 4&tomo de magnesio en su centro. Este componente es
fundamental para la absorcion de luz. al igual que consta de la cadena de fitol una cadena

hidr6foba permite que la clorofila se integre en las membranas de los tilacoides dentro de los
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cloroplastos donde se llevan a cabo las reacciones fotoquimicas necesarias para la

fotosintesis(Delgadillo et al., 2017).

2.5.4.1 Tipos de Clorofila

Existen varios tipos de clorofila, cada uno con funciones especificas:

o Clorofila A: Es el pigmento principal en todos los organismos fotosintéticos. Absorbe
principalmente luz azul y roja.

e Clorofila B: Actia como un complemento a la clorofila A, aumentando la capacidad
de absorcion de luz. Se encuentra en plantas y algas verdes.

e Clorofila C: Presente en algunas algas (como las pardas), ayuda a capturar luz en
longitudes de onda especificas.

e Clorofila D: Se halla en algunas algas rojas y cianobacterias.
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3 MATERIALES Y METODOLOGIA

3.1 Materiales

En la siguiente tabla (Tabla 2) se enlistaran los materiales, equipos y reactivos que se han

utilizado durante todo el proceso del disefio experimental de este trabajo experimental

Tabla 2 Lista de materiales, equipo y reactivos usados para el disefio experimental de
Chlorella vulgaris

MATERIALES

EQUIPOS

REACTIVOS

Algodon

Autoclave

Agua Destilada

Bal6n de aforo 12000 ml

Bombas de aire

Agua Estéril

Balon de aforo 500 mi Balanza Sulfato de Magnesio
Celdas de vidrio Microscopio Na>MoQO4,H,0
Cubreobjetos portaobjeto Camara de Flujo Laminar/UV ZnS04.7H20
Espétula Céamara de Neubauer MnCl..sH,0

Frascos de vidrio 1000 ml

Difusor de aire

Alcohol 70%

Frascos de Vidrio 2 L

Espectrofotometro

Basfoliar10-4-7-SL

Frascos ambar 1 |

L&mparas de luz LED

Bicarbonato

Manguera transparente

Micropipeta 1000 pl

Cloruro de Calcio

Matraz de Erlenmeyer 500 ml Micropipeta 100 pl CoCl,.6H-0
Papel absorbente Refrigeradora CuS04.5H20
Papel aluminio EDTA
Gasas estériles Feso4.7H20

Punta de Micropipeta 100 pl

Punta de Micropipeta 1000 pl

Tubos de ensayo

Vasos de precipitacién 500 ml

Nota: Esta tabla de contenido esta elaborada con todos los materiales que se usaron para este disefio
experimental, los reactivos fueron usados para realizar los medios de cultivos modificados, desinfeccion,

mantenimiento y alimentacion, los equipos van acorde a las pruebas y a la instalacion del disefio experimental

Elaborada por: (La Autora, 2025).
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3.2 Meétodos

3.2.1 Método de investigacion

El método de investigacion usado que se desarroll6 en el trabajo de titulacion dio un enfoque
cuantitativo. En el que los pardmetros evaluados posean valores numéricos los cuales
determinaron asi la eficiencia de las diferentes concentraciones de nitrato, fosfato y potasio
aplicadas en las muestras de Chlorella vulgaris con condiciones controladas para observar si
el crecimiento de biomasa es favorable y eficaz a comparacion de otros fertilizantes del
mercado y soluciones stock predeterminadas. La investigacion partié desde la inoculacion de

la microalga hasta la obtencion de la biomasa.

3.2.2 Revision Bibliografica

Se recopilo de forma bibliografica los protocolos mas adecuados los cuales favorezcan las
fases de crecimiento, aislamiento, purificacion de la cepa predeterminada previamente de
Chlorella vulgaris, para realizar una correcta propagacion de la especie en fotobiorreactores,
para obtener la mayor cantidad de biomasa, y asi para corroborar si el proceso fue exitoso y
cuél de ellos es el méas apropiado, usando herramientas como, bases de datos, revistas

digitales, libros, Google académico, entre otros.

3.2.3 Obtencion de Material Bioldgico
La cepa que fue utilizada es una cepa preseleccionada de Chlorella vulgaris la cual ya se
encontraba en los Laboratorios de Ciencias de la Vida de la Universidad Politécnica Salesiana

en la sede del Girdn en Quito -Ecuador.

3.2.4 Preparacion de Inoculo
Para el cultivo de Chlorella vulgaris, se prepard un medio de cultivo estéril compuesto por

un litro de agua destilada y 5 mL de fertilizante Bastofoliar comercial en presentacion liquida

21



(Figura 6). La especie se mantuvo en balones de aforo de 500 mL, donde se realiz un proceso
de renovacion del medio cada 10 dias. Este proceso consistio en extraer la mitad del
contenido del balon y reemplazarlo con el medio nuevo elaborado, lo que permitié mantener

la especie y propagarla en otros balones de aforo (Figura 7).

Fertilizante comercial

Figura 6 Bastofoliar, fertilizante comercial

Nota: Es usado para la alimentacién y mantenimiento de la especie Chlorella vulgaris, se encuentra en

presentacion liquida y se la coloca 5SmL en 1 litro de agua destilada estéril, para alimentarla cada 10 dias.
Elaborado por: (La autora,2025)
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Inoculacion de Chlorella vulgaris

Fura 7 Indculo de Chlorella vulgaris

Nota: El inéculo se coloca en balones de aforo, lo que facilita su transvase a otros recipientes y permite una
propagacion mas rapida. Ademas, en este estado, el cultivo presenta un intenso color verde, como se observa
en la imagen.

Elaborado por: (La autora,2025)

3.2.5 Preparacion de Medios de Cultivo Especificos

Se inici6 con la esterilizacion de todo el material, reactivos y equipos que se va a tener en
cuenta para la realizacion de los medios de cultivos especificos. Para este disefio
experimental se tuvo en cuenta dos tipos de medios de cultivo stock es decir presente en todos
los experimentos a realizar, el primer medio especifico que se realizd, es un medio de
micronutrientes el cual, primero se pesaron todos los reactivos en una balanza analitica, para
afiadirlos juntos, viendo que todos los reactivos se aforen correctamente, se lo envasa en un
frasco &mbar de 1000 mL, siendo este el cultivo madre, de este cultivo tomo 1mly se lo llevo

aforar a 1000 mL en un frasco ambar para asi ponerlo en refrigeracion.
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Tabla 3 Reactivos de Medio especifico de micronutrientes

MEDIO ESPECIFICO DE MICRONUTRIENTES

Micronutrientes g/L
EDTA 4.360
Fesos.7H20 3.240
CuSQ4.5H,0 0.010
ZnS04.7H,0 0.022
CoCl,.¢H,0 0.010
MI’IC|2.4H20 0.180
Na;MoQ042H,0 0.006

Nota: La formulacién del medio de cultivo especifico para Chlorella Vulgaris se baso en las concentraciones y
reactivos de micronutrientes de soluciones comerciales stock para ello, se realiz6 una revision bibliogréafica de
medios de cultivo preexistentes en el mercado, como el medio de cultivo Yashima y el medio de cultivo
Guillard. A partir de esta revision, se elabor6 una tabla de contenido que incluye todos los reactivos necesarios
para el crecimiento 6ptimo de Chlorella Vulgaris. Este medio de cultivo fue disefiado para adecuarse a las
necesidades especificas del disefio experimental.

Elaborada por: (La Autora, 2025).

El segundo medio especifico se prepar6 con diferentes macronutrientes (Tabla 4), los cuales
se aforaron en 1 litro a concentraciones al 1%. A diferencia del medio de cultivo de
micronutrientes, este medio requiri6 un proceso de preparacion individual por reactivo. Cada
reactivo aforado se coloco en frascos de vidrio ambar de 1000 mL estéril (Figura 8). Una vez
listos, los medios se refrigeraron para evitar contaminacion y se reservaron para alimentar a

la especie de Chlorella Vulgaris.
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Tabla 4 Reactivos de Medio especifico de macronutrientes

MEDIO ESPECIFICO DE MACRONUTRIENTES PARA SOLUCIONES AL 1%

Macronutrientes g/L
CaClz.2H20 10.00
MgS0O4.7H20 10.00
NaHCOs3 10.00

Nota: La formulacién del medio de cultivo especifico para Chlorella Vulgaris se baso en las concentraciones y
reactivos de macronutrientes de soluciones comerciales stock para ello, se realizé una revision bibliogréafica de
medios de cultivo preexistentes en el mercado, como el medio de cultivo Yashima y el medio de cultivo
Guillard. A partir de esta revision, se elabor6 una tabla de contenido que incluye todos los reactivos necesarios
para el crecimiento 6ptimo de Chlorella Vulgaris. Este medio de cultivo fue disefiado para adecuarse a las
necesidades especificas del disefio experimental.

Elaborada por: (La Autora, 2025).

Figura 8 Soluciones al 1% del medio de macronutrientes

Elaborada por: (La Autora, 2025).

Para determinar las cantidades precisas de cada reactivo en los medios de cultivo, se aplic
la férmula de molaridad (Ecuacién 3). Esta formula permitié calcular la cantidad de soluto en
gramos necesaria para alcanzar la molaridad deseada en el volumen especifico de cada

solucién.

En particular, se calcularon las cantidades requeridas de nitrato de potasio (Ecuacién 4),

cloruro de potasio (Ecuacion 5) y fosfato monosodico (Ecuacién 6) correspondiente a los
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fosfatos. Estos célculos fueron fundamentales para preparar los medios de cultivo segln el
disefio experimental establecido, ya que cada uno corresponde al nitrato, fosfato y potasio

que se tomo en cuenta como variables.

Ecuacién 3 Ecuacion de la molaridad
g=PMx*V(L)*M
Ecuacién 4 Molaridad de Nitrato de Potasio

g=PM=*V(L)*M
g=101.10*1*0.09

9=9.09

Elaborada por: (La Autora, 2025).

Ecuacion 5 Molaridad de Cloruro de Potasio
g=PM=*V(L)*M

g= 74.55%1*0.03
9=2.23

Elaborada por: (La Autora, 2025).

Ecuacioén 6 Molaridad de Fosfato Monosédico
g=PM=xV(L)*M

g=119.97*%1*0.00574
0=0.68
Elaborada por: (La Autora, 2025).

Una vez finalizados los calculos para determinar la cantidad necesaria de cada reactivo, se
procedid a pesar cada uno de ellos en una balanza analitica (Figura 9), Posteriormente, se

almacenaron los reactivos aforados en frascos de vidrio &ambar de 1000 mL (Figura 10), con
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el fin de mantener su pureza y evitar contaminacion. Finalmente, se refrigeraron los frascos

para garantizar la conservacion de los reactivos.

Pesaje de reactivos

Figura 9 Pesado de reactivos
Elaborada por: (La Autora, 2025).

Soluciones Variables

Figura 10 Soluciones de reactivos del disefio experimental
Elaborada por: (La Autora, 2025).

3.2.6 Siembra en Medio de Cultivo para propagacion de Chlorella vulgaris
Para este proceso se necesito la toma del inoculo principal, de la cepa Chlorella vulgaris, de

la cual tomamos el 50% del inéculo principal y se lo llevo a aforar en otros balones de
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destilacion de 500 mL, con ayuda de un medio nuevo elaborado con el fertilizante liquido

Bastofoliar.

Para la propagacion a los nuevos cultivos se los puso en un soporte, adicionando una
manguera la cual se la conecto a una bomba de aire, con el fin de que presente una buena
aireacion, posterior a esto se tap6 con un corcho de gasa previamente esterilizado para cuidar
la introduccidn de microorganismos ajenos a la especie y se los mantendra con un fotoperiodo
de 12 horas luz y 12 horas oscuridad, para lo cual se utilizaron lamparas de luz blanca LED

marca Silvania de 16 Watts de potencia con un flujo luminoso de 1200 Im (Figura 12)

Esterilizacion de material
: -
1 18 iy 5

e A ‘&Km.ﬁ ; P ‘;‘t:s

Flgur 11 Malal strilizado

Elaborada por: (La Autora, 2025).
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Propagacion de microalga

Figura 12 Propagacion de Chlorella vulgaris

Elaborada por: (La Autora, 2025).

3.2.7 Disefio Experimental Central Compuesto

Se evalud el crecimiento semanal durante seis semanas de Chlorella vulgaris usando las
siguientes concentraciones micromolares (uM/L) de los reactivos variables los cuales fueron
nitrato de potasio, fosfato monosddico, cloruro de potasio, manteniendo constante la

intensidad luminica y se registro el pH resultante para cada caso:
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Tabla 5 Disefio experimental para Chlorella vulgaris

Disefio Experimental

Experimento Nitrato de Potasio (uM) Fosfato Monosédico (uM) Cloruro de Potasio (uM)
VMCV 1 750.0 75.0 500.0
VMCV 2 750.0 75.0 2500.0
VMCV 3 750.0 250.0 500.0
VMCV 4 750.0 250.0 2500.0
VMCV 5 4500.0 75.0 500.0
VMCV 6 4500.0 75.0 2500.0
VMCV 7 4500.0 250.0 500.0
VMCV 8 4500.0 250.0 2500.0
VMCV 9 2625.0 162.5 1500.0
VMCV 10 2625.0 162.5 1500.0
VMCV 11 2625.0 162.5 1500.0
VMCV 12 2625.0 162.5 1500.0
VMCV 13 2625.0 162.5 1500.0
VMCV 14 750.0 162.5 1500.0
VMCV 15 4500.0 162.5 1500.0
VMCV 16 2625.0 75.0 1500.0
VMCV 17 2625.0 287.0 1500.0
VMCV 18 2625.0 162.5 500.0
VMCV 19 2625.0 162.5 2500.0
VMCV 20 CONTROL
VMCV 21 CONTROL
VMCV 22 CONTROL
VMCV 23 CONTROL

Nota: Este disefio consistié en 19 experimentos, en los que se manipularon 3 variables relacionadas con
reactivos. Ademas, se establecieron 4 controles que utilizaron el fertilizante comercial ® Bastofoliar 10-4-7 SL
(Compo Expert), como referencia, y a cada experimento se les adicionaron soluciones de macronutrientes al

10% y soluciones de micronutrientes previamente preparadas.

Elaborada por: (La Autora, 2025).

para este disefio experimental se tomaron 19 Erlenmeyer de 500ml, de los cuales se llenaron
la cantidad de 250 mL entre agua destilada estéril y el inoculo de Chlorella vulgaris y se
coloc6 constantemente los medios de cultivos modificados de macronutrientes,
micronutrientes y las concentraciones variables de los reactivos, dos veces por semana
siendo este el disefio experimental de la alimentacion (Tabla 6) para la especie Chlorella

vulgaris al igual que se realizaron pruebas mediante el conteo celular en la camara de

30



Neubauer (una vez por semana), revision microscépica (una vez por semana), pH ( una vez
por semana), conductividad (una vez por semana), turbidez ( dos veces por semana) y la
evaluacion de superficie de respuesta del disefio experimental, por lo cual para evitar
resultados erréneos y minimizar variables en este experimento, se establecié un cronograma
de actividades (Tabla 7) y pardmetros de condiciones especificas del disefio experimental,
como la cantidad de luz, la cual esta en un fotoperiodo de doce horas luz y doce horas
oscuridad, temperatura de 19-21 °C ya que es la temperatura mas dptima para especie, la

aeracion constante mediante valvulas de aire de doble entrada.
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Tabla 6 Alimentacion semanal del disefio experimental

Disefio Experimental/ Alimentacién Semanal
Cultivo\l/\/la_cronutriente Cultivo Macronutriente Definido (uL)
ariable
Nitrato Fosfato Cloruro | Solucion 13(‘)"53" 1?a r:o Solucién Mic%r:gt\fi)ente
Experimento de Monosodico de | 1% Cloruro de 1% Definido (uL)
Potasio (ul) Potasio | de Calcio Magnesio Bicarbonato
(uL) (uL) (uL) (uL) (uL)

VMCV 1 2420 3840 480 700 150 100 50
VMCV 2 2420 3840 2420 700 150 100 50
VMCV 3 2420 12810 480 700 150 100 50
VMCV 4 2420 12810 2420 700 150 100 50
VMCV 5 14520 3840 480 700 150 100 50
VMCV 6 14520 3840 2420 700 150 100 50
VMCV 7 14520 12810 480 700 150 100 50
VMCYV 8 14520 12810 2420 700 150 100 50
VMCV 9 8470 8330 1450 700 150 100 50
VMCV 10 8470 8330 1450 700 150 100 50
VMCV 11 8470 8330 1450 700 150 100 50
VMCV 12 8470 8330 1450 700 150 100 50
VMCV 13 8470 8330 1450 700 150 100 50
VMCV 14 2420 8330 1450 700 150 100 50
VMCV 15 14520 8330 1450 700 150 100 50
VMCV 16 8470 3840 1450 700 150 100 50
VMCV 17 8470 1470 1450 700 150 100 50
VMCV 18 8470 8330 480 700 150 100 50
VMCV 19 8470 8330 2420 700 150 100 50
VMCV 20 CONTROL
VMCV 21 CONTROL
VMCV 22 CONTROL
VMCV 23 CONTROL

Elaborada por: (La Autora, 2025).

Tabla 7 Cronograma de actividades

Cronograma de actividades de disefio experimental

Actividad Numero de evaluaciones | Periodo de evaluacion

Cémara de Neubauer 6 6 semanas 1 vez por semana
pH 6 6 semanasl vez por semana
Conductividad 6 6 semanas 1 vez por semana
Turbidez 12 6 semanas 2 vez por semana
Temperatura 6 6 semanas 1 vez por semana
Alimentacion 12 6 semanas 2 vez por semana

Elaborada por: (La Autora, 2025).
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3.2.8 Instalacion del disefio experimental

Para el disefio experimental postulado se tomo en cuenta el espacio disponible en la mampara
de aluminio, siguiente a eso se esterilizo todo el material para evitar cualquier tipo de
contaminacion de otros microorganismos, una vez listo y esterilizado procedemos a colocar
los Erlenmeyer correspondientes y membretar, para consiguiente a eso, se afiadio la cantidad
de 2 mL del inoculo sin dilucion de la especie la cual esta, previamente propagada del inoculo
inicial, y fue analizada mediante conteo celular por cdmara de Neubauer y observacion
microscopica; se afiade 248 mL de agua destilada estéril 248 mL hasta completar los 250 mL

el cual va a servir de referencia base para este disefio experimental (Figura 13).

Disefio experimental

Figura 13 Instalacion de diseﬁoxperimental
Elaborada por: (La Autora, 2025).

3.2.9 Conteo Celular por Camara de Neubauer

Mediante la camara de Neubauer para la cuantificacion de las células se realizara el conteo
semanal, para lo cual se extrae una cantidad de muestra de medio de cultivo de 1 mL,
limpiamos la camara de Neubauer y el cubreobjetos correspondiente, colocamos el

cubreobjetos sobre la camara (Figura 4) con una micropipeta tomamos de 15 a 20 pL, de
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muestra y coloco en la cdmara con delicadeza y evitando que se mueva el cubreobjetos una
vez lista se coloco en el microscopio el lente de 40X, y en nuestro caso se tomd en cuenta la
célula posee un tamafio mas pequefio tomamos en cuenta los cuadrados internos de la camara
de conteo y contamos los 5 cuadrantes (Figura 5) y procedemos a observar y anotar el nimero
que se presente teniendo en cuenta que en este disefio no se tomara en cuenta las células que
se encuentren en los bordes de los cuadrados y en la parte exterior de los bordes, se realizaron
los célculos de densidad celular (Ecuacion 1) y se llevo el registro de cada uno de los

experimentos.

Figura 14 Camara de Conteo celular con Chlorela vulgaris

Nota: Se puede presenciar las células de Chlorella vulgaris de las muestras analizadas, para este conteo se
contabilizo Unicamente los 25 cuadros pequefios color gris, empezando de izquierda a derecha, y las células
gue se ven viables, con un acercamiento de lente 40 X

Elaborada por: (La Autora, 2025).

3.3 Analisis de Espectrofotometria en turbidez

Mediante el espectrofotometro se realizaron lecturas para determinar la turbidez en cada
muestra del disefio experimental, para esto se tomaron 5 ml de cada muestra, la cual se la
leyd con 2 blancos diferentes, el primer blanco es el medio de cultivo elaborado para el
control que contiene el fertilizante Bastofoliar y el otro blanco a considerar es la cantidad

minima de las concentraciones de los todos los reactivos siendo este el medio del
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experimento nimero VMCYV 1 (Tabla 6) y a esto se lo midi6 en las misma longitud de onda
de 678 y 560, para una mayor precision se tomaron en cuenta 3 lecturas por experimento del

cual se sacé un promedio.

Espectrofotometro

Figura 15 Espectoometo
Elaborada por: (La Autora, 2025).

Lecturas de espectrofotometro

Figura 16 Resultados de turbidez
Elaborada por: (La Autora, 2025).
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4 RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Resultados

4.1.1 Evaluacién de conteo celular por camara de Neubauer

Los resultados obtenidos en la (Tabla 8) muestran los valores de concentracion celular que
se han presentado durante todo el trabajo experimental, Sin embargo mucho de estos
resultados son muy similares en la concentracion de biomasa que se ha obtenido, se puede
presenciar un decaimiento poblacional celular en muchos de los experimentos durante las
primeras semanas las cuales no han mejorado con el transcurso del tiempo como es el caso
de los experimentos VMCV1, VMCV 2, VMCV 5, VMCV 6, VMCV 7, VMCV 8, VMCV
9, VMCV 10, VMCV 13, VMCV 14, VMCV 15, VMCV 16, VMCV 17, VMCV 18, VMCV
19, es mas, se presenta una reduccion gradual de biomasa, con respecto a los otros
experimentos, no obstante, también existieron experimentos que presentaron una reduccion,
sin embargo con el transcurso de las semanas se pudo observar una nivelacion y adaptacion
con los medios experimentales y variables de concentracion como el caso de los
experimentos VMCV 3, VMCV 4, VMCV 11, VMCV 12, que a diferencia de los controles,
los cuales se han mantenido la mayoria en equilibrio, estos no han reducido notoriamente el
rango de similitud entre el transcurso del tiempo. Ademas de acuerdo con las gréaficas
estadisticas de los experimentos (Figura 17), se puedo observar que la semana en la que se
obtuvo resultados mas altos de biomasa fue la primera y segunda semana y la semana con

biomasa mas baja fue la quinta y sexta.
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Tabla 8 Resultado de conteo celular por cdmara de Neubauer

Experimentos Nitratos Fosfatos Potasio Biomasa Biomasa Biomasa Biomasa Biomasa Biomasa
uM uM UM semana 1 semana 2 semana 3 semana 4 semana 5 semana 6
(cel/mL) (cel/mL) (cel/mL) (cel/mL) (cel/mL) (cel/mL)
VMCV 1 750 75 500 6450000 5200000 3975000 3225000 2550000 1450000
VMCV 2 750 75 2500 7475000 5925000 3650000 1975000 2675000 3200000
VMCV 3 750 250 500 2550000 2075000 1600000 1250000 2150000 2500000
VMCV 4 750 250 2500 4200000 4225000 4375000 4875000 4350000 3550000
VMCV 5 4500 75 500 6250000 4525000 3100000 3450000 2650000 975000
VMCV 6 4500 75 2500 7250000 5725000 3150000 2475000 1825000 875000
VMCV 7 4500 250 500 5475000 4750000 3525000 3525000 3300000 3075000
VMCV 8 4500 250 2500 4650000 3825000 2675000 2850000 2500000 1850000
VMCV 9 2625 162,5 1500 6350000 4775000 2275000 2325000 2175000 2125000
VMCYV 10 2625 162,5 1500 4825000 3825000 3350000 3575000 3000000 2250000
VMCV 11 2625 162,5 1500 6100000 4350000 3375000 3425000 4825000 5750000
VMCV 12 2625 162,5 1500 5725000 4200000 3425000 3575000 4450000 4825000
VMCYV 13 2625 162,5 1500 8050000 4975000 2975000 1350000 2525000 3650000
VMCYV 14 750 162,5 1500 12950000 9300000 6900000 5350000 6500000 3425000
VMCV 15 4500 162,5 1500 5200000 4250000 3425000 3100000 2900000 2700000
VMCV 16 2625 75 1500 11550000 9050000 6125000 3450000 2850000 1650000
VMCV 17 2625 287 1500 12925000 8425000 6700000 4500000 3675000 3225000
VMCV 18 2625 162,5 500 6875000 4225000 2975000 1850000 2275000 2600000
VMCV 19 2625 162,5 2500 12675000 8750000 4700000 2150000 5775000 7750000
VMCV 6725000 14550000 21125000 26650000 48875000 66700000
CONTROL Bastofoliar
Vl\flcc):v 4650000 7275000 12975000 16400000 18725000 19475000
CONTROL Bastofoliar
Vl\flt:v 5200000 8400000 10700000 12275000 22400000 32450000
CONTROL Bastofoliar
VI\?I%?V 2450000 3650000 3725000 4350000 13375000 19000000
CONTROL Bastofoliar
23

Nota: EI nombre de cada experimento, estd basado las abreviaciones del nombre y apellido de la
autora, combinado el nombre de la especie y el respectivo numero de experimento, los factores que
se tuvieron en cuenta de la tabla fueron, el tiempo de 6 semanas que duro el disefio experimental, la
concentracion variable de los reactivos, y la cantidad celular presente en el conteo realizado

representado por (cel/mL).

Elaborada por: (La Autora, 2025).
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Resultado del conteo celular por camara de Neubauer gréfica estadistica

CONTEO CELULAR POR CAMARA DE
NEUBAUER DEL EXPERIMENTO VMCV1 A
VMCV19
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Figura 17 Grafica estadistica de conteo celular del disefio experimental solo experimentos

Nota: En la siguiente grafica se puede apreciar Gnicamente los resultados del conteo de los experimentos del disefio
experimental, en el tiempo de 6 semanas, los cuales fueron alimentados con las variables de concentraciones y los
cultivos especificos de macronutrientes y micronutrientes especificos elaborados para este disefio mediante el plan de
alimentacion antes mencionado.

Elaborada por: (La Autora, 2025).
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Resultado del conteo celular de los controles del experimento por cAmara de Neubauer gréfica
estadistica

CONTEO CELULAR POR CAMARA DE NEUBAUER
DEL EXPERIMENTO CONTROL VMCV 20 A
CONTROL VMCV23
—e— VMCV CONTROL 20 VMCV CONTROL 21 VMCV CONTROL 22 VMCV CONTROL 23
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Figura 18 Grafica estadistica de conteo celular del disefio experimental solo controles

Nota: En la siguiente grafica se puede apreciar Unicamente los controles del disefio experimental, en el tiempo de 6
semanas, los cuales fueron alimentados con el fertilizante comercial liquido ® Bastofoliar 10-4-7 SL (Compo Expert).

Elaborada por: (La Autora, 2025).

4.1.2 Evaluacion de turbidez

4.1.3 Evaluacion de turbidez a 680 (nm)

En la Figura 19 se evidencia una pérdida de turbidez en los experimentos y controles debido a
la ausencia gradual de particulas suspendidas de Chlorella Vulgaris que va en descenso por
falta de crecimiento y reproduccion. En la medicion 1 se inicié con un rango de longitud de
onda de 678 nandmetros, del cual se midieron 3 lectura por experimento, con el respectivo
blanco de bastofoliar. En la medicion 2 se inicié con un rango de longitud de onda de 678
nanometros, del cual se midieron 3 lectura por experimento, con el respectivo blanco de

concentraciones variadas en el medio de cultivo que se tomo de referencia del experimento
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VMCV 1, sin embargo, se puede observar en la Figura 20 que no presenta una pérdida de

turbidez en los experimentos y controles como la primera medicion.

Evaluacion de Turbidez con bastofoliar

Evaluacidon de Turbidez rango longitud de onda
678 (nm) con bastofoliar
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Figura 19 Evaluacion de Turbidez con bastofoliar a 678 (nm)

Nota: Estos datos fueron obtenidos por el promedio de las tres lecturas que se obtenia en el
espectrofotdmetro, el cual se leia con su blanco respectivo en este caso bastofoliar, estas evaluaciones se
las tomo una vez por semana durante seis semanas.

Elaborada por: (La Autora, 2025).
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Evaluacion de Turbidez con concentraciones variables

Evaluacion de Turbidez rango longitud de onda
de 678 (nm) con variables concentraciones
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Figura 20 Evaluacion de Turbidez con concentraciones variables a 678 (nm)

Nota: Estos datos fueron obtenidos por el promedio de las tres lecturas que se obtenia en el
espectrofotémetro, el cual se leia con su blanco respectivo en este caso concentraciones variables, estas
evaluaciones se las tomo una vez por semana durante seis semanas.

Elaborada por: (La Autora, 2025).

4.1.4 Evaluacion de turbidez 560 Bastofoliar

En la Figura 21 y en la Figura 22 se pueden evidenciar una turbidez en los experimentos y
controles del mismo, progresivo en donde se puede apreciar una nivelacion, mas no un
aumento de particulas de celulares de Chlorella vulgaris, sin embargo, estos resultados
concuerdan con las cifras del conteo celular en las cdmaras de Neubauer realizadas
anteriormente, mostrando asi que debido a la ausencia gradual de particulas suspendidas de
Chlorella Vulgaris, la cual va en descenso por falta de crecimiento y reproduccién. En la
medicion 1 se inicié con un rango de longitud de onda de 560 nandmetros, del cual se
midieron 3 lectura por experimento, con el respectivo blanco de bastofoliar. En la medicion
2 se inici6 con un rango de longitud de onda de 560 nanémetros, del cual se midieron 3

lectura por experimento, con el respectivo blanco de concentraciones variadas en el medio
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de cultivo que se tomo de referencia del experimento VMCV 1

Evaluacion de turbidez 560 (nm) en bastofoliar

Evaluacidn de Turbidez rango de longitud de
onda 560 (nm) con bastofoliar
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Figura 21 Evaluacion de Turbidez con bastofoliar a 560 (nm)

Nota: Estos datos fueron obtenidos por el promedio de las tres lecturas que se obtenia en el
espectrofotdmetro, el cual se leia con su blanco respectivo en este caso bastofoliar, estas evaluaciones se las
tomo una vez por semana durante dos semanas

Elaborada por: (La Autora, 2025).

42



Evaluacion de turbidez 560 (nm) en concentraciones variables

Evaluacion de Turbidez rango de longitud de
onda 560 (nm) con variables concentraciones
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Figura 22 Evaluacion de Turbidez con concentraciones variables a 560 (nm)

Nota: Estos datos fueron obtenidos por el promedio de las tres lecturas que se obtenia en el
espectrofotdmetro, el cual se leia con su blanco respectivo en este caso concentraciones variables, estas
evaluaciones se las tomo una vez por semana durante dos semanas

Elaborada por: (La Autora, 2025).

4.1.5 Evaluacion de pH

En la evaluacién se observa que la medicion pH inicia con un rango de 7.00 - 8.97
considerado un pH alcalino, con el trascurso de las semanas se nota una disminucién ligera
en estos valores con un rango semanal que va de 7.83 — 8.50 que indica que la microalga
Chlorella Vulgaris tiene la capacidad de neutralizar el pH como se puede observar en la

Figura 23.
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Evaluacién de pH

Variaciones de pH registrada en 6
Semanas
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Figura 23 Evaluacién de pH de los experimentos y controles

Elaborada por: (La Autora, 2025).

4.1.6 Evaluacion de conductividad

La conductividad, en la primera semana se obtuvo un promedio de todos los experimentos y

controles de 1114 (uS/cm), durante la segunda semana se presenci6 un aumento de promedio

a de 1564 (uS/cm), durante la tercera semana, el promedio disminuyo gradualmente a 1313

(uS/cm), la cuarta semana se obtuvo un promedio de 1583 (uS/cm), la quinta semana 1489

(uS/cm) y sexta semana 1535 (uS/cm), como se puede observar en la Figura 24, para estos

resultados se los midié semanalmente una vez a la semana.
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Evaluacion de conductividad

Variacion de la Conductividad en 6
Semanas
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Figura 24 Evaluacién de conductividad de los experimentos y controles

Elaborada por: (La Autora, 2025).

4.1.7 Evaluacion de temperatura

En la evaluacion se observa que la medicion de temperatura inicia con un rango de 18.6 —
20.9 considerado asi una temperatura apta para la especie Chlorella vulgaris, sin embargo se
presencio en el trascurso de las semanas algunas variaciones como la disminucion o aumento

de la misma como se muestra en la

Figura 25
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Variacion de temperatura

Variaciones de temperatura de 6
Semanas
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Figura 25 Evaluacion de temperatura de los experimentos y controles

Elaborada por: (La Autora, 2025).

4.1.8 Analisis estadistico superficie de respuesta

Los resultados del analisis de superficie de respuesta (RSM) indican que las concentraciones

variabas de nitrato de potasio, fosfato monosédico y cloruro de potasio en el medio

especializado modificado, para este trabajo experimental, aplicada a la microalga Chlorella

vulgaris si se ve afectada significativamente en la produccion de biomasa por la interaccion

entre la concentracion de los reactivos, de acuerdo a la Tabla 9 nos indica que los valores

correspondiente a el experimento VMCV 3, VMCV 11, VMCV 12, poseen las

concentraciones mas apropiadas de nitrato de potasio, fosfato monosédico y cloruro de

potasio, sin embargo, el experimento VMCV 2, VMCYV 18, VMCV 19, son concentraciones

desfavorables para la produccion de biomasa.
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Tabla 9 Andlisis de superficie de respuesta de Chlorella vulgaris

Nitrato Fosfato Cloruro | Biomasa | Biomasa | Biomasa | Biomasa | Biomasa
Experimento Po?:Sio Monosédico Po?:;sio sen;ana sen;ana sen;rana sen;ana senéana SE,Z\/I?(;\IA
(uM)
(uM) (uM) | (cel/mL) | (cel/mL) | (cel/mL) | (cel/mL) | (cel/mL)
VMCV 1 750 75 500 | 5200000 | 3975000 | 3225000 | 2550000 | 1450000 | -0,72115385
VMCV 2 750 75 2500 | 5925000 | 3650000 | 1975000 | 2675000 | 3200000 | -0,45991561
VMCYV 3 750 250 500 | 2075000 | 1600000 | 1250000 | 2150000 | 2500000 | 0,20481928
VMCV 4 750 250 2500 | 4225000 | 4375000 | 4875000 | 4350000 | 3550000 | -0,15976331
VMCV 5 4500 75 500 | 4525000 | 3100000 | 3450000 | 2650000 | 975000 | -0,78453039
VMCV 6 4500 75 2500 | 5725000 | 3150000 | 2475000 | 1825000 | 875000 | -0,84716157
VMCV 7 4500 250 500 | 4750000 | 3525000 | 3525000 | 3300000 | 3075000 | -0,35263158
VMCYV 8 4500 250 2500 | 3825000 | 2675000 | 2850000 | 2500000 | 1850000 | -0,51633987
VMCV 9 2625 162.5 1500 | 4775000 | 2275000 | 2325000 | 2175000 | 2125000 | -0,55497382
VMCYV 10 2625 162.5 1500 | 3825000 | 3350000 | 3575000 | 3000000 | 2250000 | -0,41176471
VMCV 11 2625 162.5 1500 | 4350000 | 3375000 | 3425000 | 4825000 | 5750000 | 0,32183908
VMCV 12 2625 162.5 1500 | 4200000 | 3425000 | 3575000 | 4450000 | 4825000 | 0,14880952
VMCYV 13 2625 162.5 1500 | 4975000 | 2975000 | 1350000 | 2525000 | 3650000 | -0,26633166
VMCV 14 750 162.5 1500 | 9300000 | 6900000 | 5350000 | 6500000 | 3425000 | -0,63172043
VMCYV 15 4500 162.5 1500 | 4250000 | 3425000 | 3100000 | 2900000 | 2700000 | -0,36470588
VMCYV 16 2625 75 1500 | 9050000 | 6125000 | 3450000 | 2850000 | 1650000 | -0,81767956
VMCV 17 2625 287 1500 | 8425000 | 6700000 | 4500000 | 3675000 | 3225000 | -0,61721068
VMCYV 18 2625 162.5 500 | 4225000 | 2975000 | 1850000 | 2275000 | 2600000 | -0,38461538
VMCV 19 2625 162.5 2500 | 8750000 | 4700000 | 2150000 | 5775000 | 7750000 | -0,11428571

Nota: Los factores que se tuvieron en cuenta de la tabla fueron, el tiempo de 6 semanas sin embargo

solo se us6 la semana dos a la sexta, para evitar la fase de latencia y la semana de adaptacion del

nuevo medio, las concentraciones variables de los reactivos, y la cantidad celular presente en el conteo

semanal realizado, representado por (cel/mL).

Elaborada por: (La Autora, 2025).
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Superficie de respuesta para el crecimiento de biomasa en Chlorella vulgaris
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Figura 26 Gréfica de superficie de respuesta para el crecimiento de biomasa

Nota: Un resultado cercano a 1 indica que el modelo a esas concentraciones es mucho mas preciso y puede
predecir con confianza el crecimiento de biomasa como es en el caso de los experimentos VMCV 3, VMCV
11, VMCYV 12 son los mas allegados, sin embargo, también esta grafica nos ayudan a determinar de afuera
hacia adentro que concentraciones no son aptas para la biomasa

Elaborada por: (La Autora, 2025).

Interaccién del rendimientro entre los reactivos
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Figura 27 Interaccion del rendimientro en la biomasa de Chlorella vulgaris

Nota: Se muestra la representacion gréfica de los modelos cuadraticos con la superficie de respuesta para el
rendimiento del cultivo de biomasa de Chlorella vulgaris de diversos niveles y combinaciones de
concentraciones de los reactivos como los experimentos VMCV 3, VMCV 11, VMCV 12.

Elaborada por: (La Autora, 2025).
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4.2 Discusion

El crecimiento de la microalga en el fotobiorreactor permitié controlar las condiciones de
desarrollo de la microalga Chlorella Vulgaris, la temperatura en la fase de crecimiento fue de
18°C £ 21 °C valor que estuvo dentro del rango éptimo establecido para el aumento
progresivo de la tasa de crecimiento. En investigaciones realizadas establecen un rango
Optimo de temperatura entre los 18° y 25°C (Gémez et al., 2021) ya que un exceso de
temperatura ocasiona la disminucién de fotorrespiracién lo que provoca una reduccién en el
crecimiento celular; otro factor que influye en el desarrollo, es el pH ya que las microalgas
dependen de este para poder tener un aumento de su poblacion segun (Gomez et al., 2013;
Pérez et al., 2017) Indica que el pH dptimo para su cultivo esta en un rango 7 y 8, en la
presente investigacion los datos obtenidos se encontraron dentro del rango optimo, lo que
favorecio un crecimiento celular gradual. Las condiciones generadas en el fotobiorreactor
permitieron un desarrollo controlado en el crecimiento de la microalga Chlorella VVulgaris en
las diferentes concentraciones, la microalga Chlorella Vulgaris presentd mayor porcentaje de
biomasa en el experimento VMCV 3, VMCV 11, VMCV 12, sin embargo, a pesar de realizar
medios especificos para cada uno de los experimentos, los mejores resultados siguen siendo
el uso del fertilizante comercial ® Bastofoliar 10-4-7 SL (Compo Expert) ya que debido a la
composicién del mismo permite la asimilacion de los macronutrientes y micronutrientes en
cantidades adecuadas para la especie, Finalmente de acuerdo con los analisis estadisticos de
superficie de respuesta y las graficas que se han presentado de todas las pruebas anteriores
se puede observar que los valores de concentracion que maximizan el crecimiento con los
medios modificados y concentraciones variables para Nitrato de Potasio es 1472.9 umol/L,

para Fosfato Monosodico 216.5 umol/L y para Cloruro de Potasio 500 pmol/L
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5 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Los datos obtenidos en el conteo celular realizado en la camara de Neubauer, fueron
evaluados mediante un analisis estadistico de superficie de respuesta en el cual se determin6
que los experimentos VMCV 3, VMCV 11, VMCV 12, poseen las mejores concentraciones
para la produccion de biomasa y con valores 0,20481928; 0,32183908; 0,14880952 més cercanos al
1, el cual indica que es un modelo que se ajusta bien a los datos para el crecimiento de biomasa. Se caracterizd
cuantitativa y cualitativamente los parametros pH el cual fue manteniéndose en un pH
alcalino entre 7.83 a 8.50, conductividad inicial se manejo en un rango promedio de 1113
uS/cm hasta 1583 puS/cm, temperatura en un rango entre 18 a 21°C. Finalmente se resalta que
los valores Optimos para poder trabajar con Nitrato de Potasio es de 1472.9 umol/L en los
Fosfato Monosédico es de 216.5 umol/L y de Cloruro de Potasio es de 500 umol/L siendo
esto un dato relevante para futuros analisis en los cuales se podran realizar mejoras con los

medios de cultivos modificados

5.2 Recomendaciones

Evitar usar y ser precavido con los equipos los cuales no se encuentren calibrados
adecuadamente como las balanzas analiticas, o espectrofotometro para evitar inconvenientes
en los resultados y preparacién de material, realizar una constante observacion ya que muchas
de las veces el disefio experimental se ve afectado por factores externos como la presencia
de otros microorganismos, o sustancias no deseadas, también tener en cuenta el espacio de
cada experimento ya que debido a las vibraciones provocadas por las bombas de aire
contantemente en el estante, realizaban pequefios movimientos involuntarios casi

imperceptibles haciendo que se muevan y se alejen de la luz.
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7 ANEXOS

Anexo 1Datos obtenidos de mediciones de pH

pH SEMANA 1-6
EXPERIMENTO SEMANA 1 | SEMANA2 | SEMANA3 | SEMANA4 | SEMANA5 | SEMANA 6
09/11/2024 16/11/2024 23/11/2024 30/11/2024 07/12/2024 14/12/2024
VMCV 1 8.29 8.06 8.65 8.41 8.96 8.88
VMCV 2 8.41 7.92 7.49 8.63 7.13 8.28
VMCV 3 8.27 7.55 7.68 8.63 8.29 8.82
VMCV 4 9.02 7.87 7.81 7.85 7.46 7.68
VMCV 5 8.23 7.79 7.71 7.81 8.62 7.81
VMCV 6 8.45 7.85 7.40 7.77 8.97 7.71
VMCV 7 8.87 8.65 7.24 7.73 8.61 7.62
VMCV 8 8.31 7.49 7.09 7.46 8.71 7.49
VMCV 9 8.54 7.68 7.19 7.29 8.82 7.84
VMCV 10 8.40 7.81 8.41 7.13 8.92 8.97
VMCV 11 8.35 7.71 8.63 8.96 8.67 7.78
VMCV 12 8.31 7.62 8.85 7.80 7.20 8.58
VMCV 13 8.28 7.72 7.07 8.64 7.72 7.33
VMCV 14 8.59 7.74 7.29 8.47 7.74 8.52
VMCV 15 8.29 7.57 8.51 1.77 7.29 7.00
VMCV 16 8.96 8.59 7.73 7.73 7.06 7.97
VMCV 17 8.70 7.84 8.95 7.69 7.84 8.62
VMCV 18 8.01 7.41 7.17 7.65 7.62 7.26
VMCV 19 8.69 7.79 7.79 8.61 8.40 8.91
VMCV CONTROL 20 8.08 7.30 7.30 8.57 8.47 8.30
VMCV CONTROL 21 8.77 7.59 7.59 8.53 1.77 8.59
VMCV CONTROL 22 9.04 7.87 7.87 7.49 7.95 7.87
VMCV CONTROL 23 8.57 8.60 8.60 7.45 7.98 8.60

Nota: Este anexo contiene todos los valores obtenidos de la medicién del pH de las 6 semanas de todos los

experimentos y controles

Elaborada por: (La Autora, 2025).
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Anexo 2 Gréfico pH semana 1

pH Semana 1
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Nota: Este anexo contiene todos los valores obtenidos de la medicién del pH de la 1 semana de todos los
experimentos y controles
Elaborada por: (La Autora, 2025).

Anexo 3 Gréfico pH semana 2
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Nota: Este anexo contiene todos los valores obtenidos de la medicion del pH de la 2 semana de todos los
experimentos y controles
Elaborada por: (La Autora, 2025).

55




Anexo 4 Gréafico pH semana 3

pH Semana 3

9.50

9.00

8.50

8.00

7.50

7.00

1 I I

6.00 R
TY0INer®29 938NN S3333
O O O O 0O 00D U OO = >>>>>>>5>>333 =
$222222223s:ssssss888°°°~-~

> > > > > > > > > >

Nota: Este anexo contiene todos los valores obtenidos de la medicién del pH de la 3 semana de todos los
experimentos y controles
Elaborada por: (La Autora, 2025).

Anexo 5 Gréfico pH semana 4

pH Semana 4
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Nota: Este anexo contiene todos los valores obtenidos de la medicion del pH de la 4 semana de todos los
experimentos y controles
Elaborada por: (La Autora, 2025).
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Anexo 6 Grafico pH semana 5

pH Semana 5
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Nota: Este anexo contiene todos los valores obtenidos de la medicién del pH de la 5 semana de todos los
experimentos y controles
Elaborada por: (La Autora, 2025).

Anexo 7 Gréfico pH semana 6

pH Semana 6
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Nota: Este anexo contiene todos los valores obtenidos de la medicidn del pH de la 6 semana de todos los
experimentos y controles
Elaborada por: (La Autora, 2025).
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Anexo 8 Tabla de datos obtenidos de temperatura de las 6 semanas

Temperatura Semana 1-6 (°C)

EXPERIMENTO 09/11/2024 16/11/2024 23/11/2024 30/11/2024 07/12/2024 14/12/2024
VMCV 1 20.4 18.8 20.2 19.9 18.7 19.9
VMCV 2 19.7 19.6 19.7 19.8 18.7 18.7
VMCV 3 19.9 19.9 19.8 19.9 18.7 19.6
VMCV 4 19.9 20.2 19.6 19.2 18.7 19.9
VMCV 5 20.5 20.3 19.8 20.4 20.8 19.9
VMCV 6 20 20.1 19.9 20.6 20.7 20.1
VMCV 7 19.7 19.8 19.9 19.8 18.7 19.9
VMCV 8 19.8 20 19.7 19 19.9 19.9
VMCV 9 19.6 19.9 19.9 18.9 19.9 20.5
VMCV 10 19.7 18.7 18.7 18.6 19.7 20.1
VMCV 11 195 19.6 19.6 19.2 19.7 20.2
VMCV 12 19.9 19.9 19.9 19.7 20.1 20.9
VMCV 13 20.1 19.9 20.2 19.3 20.8 20.1
VMCV 14 20 19.7 20.1 19.8 20.5 20.2
VMCV 15 20.1 20.1 20.2 20.3 20.2 20.3
VMCV 16 20.2 20.1 20.1 20.2 19.9 20.3
VMCV 17 19.9 20 20 19.2 19.7 20.7
VMCV 18 19.3 20.1 20.1 20 19.7 20.9
VMCV 19 20.2 20 20.4 20.1 20.7 19.8

VMCV CONTROL 20 19.7 20.2 19.8 20.4 20.4 19.7
VMCV CONTROL 21 19.8 20.1 20.6 19.8 20.7 20.9
VMCV CONTROL 22 19.6 20.2 19.9 20.6 20.4 20.3
VMCV CONTROL 23 19.8 20.1 18.7 19.9 20.8 20.7

Nota: Este anexo contiene todos los valores obtenidos de la medicion de temperatura de la semana 1 a 6 de

todos los experimentos y controles

Elaborada por: (La Autora, 2025).
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Anexo 9 Grafico temperatura semana 1

Temperatura Semana 1
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Nota: Este anexo contiene todos los valores obtenidos de la medicion de temperatura de la 1 semana de todos
los experimentos y controles
Elaborada por: (La Autora, 2025).

Anexo 10 Grafico temperatura semana 2

Temperatura Semana 2
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Nota: Este anexo contiene todos los valores obtenidos de la medicion de temperatura de la 2 semana de todos
los experimentos y controles
Elaborada por: (La Autora, 2025).
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Anexo 11 Grafico temperatura semana 3

Temperatura Semana 3
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Nota: Este anexo contiene todos los valores obtenidos de la medicion de temperatura de la 3 semana de todos
los experimentos y controles
Elaborada por: (La Autora, 2025).

Anexo 12 Gréfico temperatura semana 4

Temperatura Semana 4
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Nota: Este anexo contiene todos los valores obtenidos de la medicion de temperatura de la 4 semana de todos
los experimentos y controles
Elaborada por: (La Autora, 2025).
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Anexo 13 Grafico temperatura semana 5

Temperatura Semana 5
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Nota: Este anexo contiene todos los valores obtenidos de la medicion de temperatura de la 5 semana de todos
los experimentos y controles
Elaborada por: (La Autora, 2025).
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Anexo 14 Gréfico temperatura semana 6

Temperatura Semana 6
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Nota: Este anexo contiene todos los valores obtenidos de la medicion de temperatura de la 6 semana de todos
los experimentos y controles
Elaborada por: (La Autora, 2025).
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Anexo 15 Tabla de datos de conductividad obtenidas durante las 6 semanas

Conductividad Semana 1-6 (uS/cm)

Experimento 09/11/2024 16/11/2024 23/11/2024 30/11/2024 07/12/2024 14/12/2024
VMCV 1 464 729 586 863 927 1258
VMCV 2 533 793 834 1876 1642 1846
VMCYV 3 550 757 570 852 967 1212
VMCV 4 472 666 743 1567 1533 1431
VMCV 5 1810 2450 2011 2398 2231 1979
VMCV 6 2170 3060 2046 1896 1356 1193
VMCV 7 1386 1884 1993 1906 1862 1524
VMCV 8 2300 2980 2799 2658 2734 2298
VMCV 9 2510 3250 2758 3657 3213 2981
VMCV 10 2030 3070 2257 3216 3174 3691
VMCV 11 1350 1869 1788 1548 1889 2169
VMCV 12 1184 1681 1572 1968 1861 1937
VMCV 13 889 1266 753 1973 1893 1920
VMCV 14 501 755 674 1350 1032 983
VMCV 15 1708 2330 1769 1650 1518 958
VMCV 16 976 1472 1268 1789 1275 1364
VMCV 17 1315 1791 1452 1489 1256 1342
VMCV 18 881 1252 1564 905 1123 1523
VMCV 19 1222 1697 1232 923 973 1592

VMCV CONTROL 20 343 567 412 497 463 729
VMCV CONTROL 21 311 524 269 453 419 631
VMCV CONTROL 22 357 593 365 379 296 328
VMCV CONTROL 23 347 545 487 598 612 426

Nota: Este anexo contiene todos los valores obtenidos de la medicién de conductividad de la semana 1 a 6 de

todos los experimentos y controles

Elaborada por: (La Autora, 2025).
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Anexo 16 Gréfico conductividad semana 1

Conductividad Semana 1
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Nota: Este anexo contiene todos los valores obtenidos de la medicion de conductividad de la 1 semana de
todos los experimentos y controles
Elaborada por: (La Autora, 2025).

Anexo 17 Gréfico conductividad semana 2

Conductividad Semana 2
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Nota: Este anexo contiene todos los valores obtenidos de la medicion de conductividad de la 2 semana de
todos los experimentos y controles
Elaborada por: (La Autora, 2025).
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Anexo 18 Gréfico conductividad semana 3

Conductividad Semana 3
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Nota: Este anexo contiene todos los valores obtenidos de la medicion de conductividad de la 3 semana de

todos los experimentos y controles
Elaborada por: (La Autora, 2025).

Anexo 19 Gréafico conductividad semana 4

Conductividad Semana 4
4000
3500
3000
2500
2000
1500
500
OI I Ill:l:ll:
S92 er®29 59 0IN8NES3333
555555555>>>>>>>>>>§§§§
S > =222 2 2 § § §§ § § § fﬁ § § § > > > >
>>>>>>>>>>>>>>>>>>>

Nota: Este anexo contiene todos los valores obtenidos de la medicion de conductividad de la 4 semana de
todos los experimentos y controles
Elaborada por: (La Autora, 2025).

64




Anexo 20 Grafico conductividad semana 5

Conductividad Semana 5
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Nota: Este anexo contiene todos los valores obtenidos de la medicion de conductividad de la 5 semana de
todos los experimentos y controles
Elaborada por: (La Autora, 2025).

Anexo 21 Gréfico conductividad semana 6
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Nota: Este anexo contiene todos los valores obtenidos de la medicion de conductividad de la 6 semana de
todos los experimentos y controles
Elaborada por: (La Autora, 2025).
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