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RESUMEN

La presente investigacion se llevd a cabo en los laboratorios de ciencias de la vida
de la Universidad Politécnica Salesiana. En la primera fase del estudio se identifico
un consorcio conformado por las microalgas clorofitas Chlorella y Scenedesmus, a
partir de muestras recolectadas en el rio San Pedro-Ecuador, de las cuales se obtuvo
biomasa en condiciones adecuadas de pH, temperatura, aireacion y luz, hasta obtener
una densidad celular de 34.0 X10%el/mL en cultivos discontinuos alimentados. En la
segunda fase, el proceso de tratabilidad, tuvo una duracion de 18 dias, el disefio
experimental constd de los siguientes tratamientos con tres repeticiones: TO (Agua +
microalgas), T1 (Agua +Nitratos + Microalgas + fosfatos), T2 (Agua + Nitratos +
fosfatos), T3 (Agua +Nitritos + Microalgas + fosfatos) y T4 (Agua + Nitritos +

fosfatos).

El porcentaje de remocién de los cinco parametros de interés al finalizar el ensayo
fueron: NOj3 entre 95-100%, NO, entre 95-100%, DBO entre 9-42%, DQO entre 10-
31%. Por lo tanto se pudo determinar la eficiente remocion de estos parametros sobre
todo en NO3 y NO,, con el uso del consorcio, no obstante no hubo diferencias
significativas entre tratamientos. Con este estudio se pudo determinar la gran
importancia que tienen las microalgas en el tratamiento de aguas residuales ya que
en asociacion con la flora bacteriana pueden aumentar su capacidad de remocién de
contaminantes como: nitritos, nitratos entre otros, convirtiéndose en una alternativa
de bajo costo y alta eficiencia en procesos de biorremediacion, ademas la biomasa

obtenida, puede ser utilizada para otros fines biotecnoldgicos.



ABSTRACT

This research was conducted in CIVABI laboratories, in the Salesian Polytechnic
University. In the first phase of this study, a consortium of the Chlorophyta
microalgae Chlorella and Scenedesmus, from samples collected from San Pedro-
Ecuador river was identified, of which the biomass was obtained under appropriate
conditions until to get a cell density of 34.0 X10°cel/mL, in batch culture. In the
second phase, the process of treatability lasted 18 days and the experimental design
consisted of the following treatments with three replicates: TO (Water + microalgae),
T1 (Water + Nitrate + Microalgae + phosphate), T2 (Water + Nitrates + phosphate),
T3 (Water + Nitrite + Microalgae + phosphate) and T4 (Water + Nitrite +
phosphate).

The percentage removals of the five parameters studied after the treatment were:
between 95-100% NOs3;, NO, between 95-100%, between 9-42% BOD, COD
between 10- 31%. Therefore, the removal efficiency was determined especially in
NOs, NO,, using the consortium, however there were not significant differences
between treatments. With this study it was determined the great importance of
microalgae in wastewater treatment and in association with the bacterial flora can
increase their capacity to remove contaminants such as nitrites, nitrates among
others, becoming a low-cost alternative with a high efficiency in bioremediation
processes, besides the biomass obtained can be used for other biotechnological

purposes.



INTRODUCCION

El agua es uno de los recursos mas importantes y de mayor valor para la humanidad,;
constituyendo uno de los elementos més indispensables para el desarrollo de la vida
en la Tierra, por lo que dia a dia se busca mecanismos que ayuden a mantener,
cuidar, y preservar este recurso. Las diferentes actividades que el hombre realiza con
ella la ponen como una de las principales fuentes de materia prima no solo para su
supervivencia, sino también para el crecimiento y avance de grandes industrias
(Rincon, 2011, pag. 92).

El crecimiento de las poblaciones, el incremento de industrias y la produccion de
contaminantes han causado gran impacto ambiental dentro de los cuerpos de agua,
esto se debe a que existe una falta de control en el momento de descargar los
desechos liquidos sin un previo tratamiento, lo que representa un importante
desequilibrio en la cadena tréfica, dejando como consecuencia la contaminacion de
aguas subterraneas, generacion de malos olores por el uso inadecuado de los
procedimientos en las industrias, presencia de vectores de enfermedades y el

deterioro del suelo por salinizacion y saturacién del agua (FAO, 2007. pag. 23).

La presencia y acumulacion de sustancias quimicas organicas e inorganicas dentro
del agua altera su proceso bioldgico natural, provocando una acelerada eutrofizacion
debido al exceso de fosfatos y nitratos dentro de los sistemas acuéaticos, alterando la
demanda de oxigeno (DO) y la demanda bioldgica de oxigeno (DBO), con fuertes
procesos de anoxia causando afectaciones en las poblaciones acuéticas y en la salud
humana (Garcia, 2002, pag. 87).

Entre las tecnologias aplicadas en los procesos de depuracién de efluentes se
encuentran los tratamientos fisicos, quimicos y bioldgicos, que son utilizados
dependiendo de la carga organica y los componentes que estan presentes en el agua,
dentro de las técnicas de tratamiento bioldgico se ha propuesto la ficorremediacion,
este tipo de tratamiento consiste en la utilizacion de cultivos mono-especificos o
consorcios de microalgas para la remocion, biotransformacion y reutilizacion de

contaminantes dentro del agua.



Las microalgas clorofitas debido a su gran capacidad de adaptacion, resistencia y
utilizacion de nitritos y nitratos como fuente alimenticia, se han convertido una de las

mejores alternativas en el tratamiento de agua (Alcarraz, 2012, pag. 33).

Entre los géneros de microalgas utilizadas en estudios de biorremediacion de aguas
residuales, se han evaluado, Scenedesmus, Chlorella, Oocystis, Oedogonium, y varias
Cianophytas. De tal forma, que puedan ser inoculadas como cultivos mono-
especificos 0 mezcladas conformando consorcios microalgas-bacterias asociadas. Se
han descrito, consorcios de Scenedesmus y Chlorella que son microalgas muy
resistentes a cambios bruscos de pH, se ha comprobado su adaptacion en efluentes a
diferentes concentraciones, convirtiéndose en un factor clave en técnicas de

ficorremediacion, y remocidn de nitritos y nitratos (Hanumantha, 2011, pag. 78).

Una de las probleméticas ambientales que mayor impacto tiene sobre los
ecosistemas, es la falta de control en el manejo del recurso agua, que debido a su
contaminacion y el deterioro continuo de su calidad, poco a poco ha ido perjudicando
a los seres vivos, que utilizan este recurso en todo tipo de actividades, obligandolos
a concientizar sobre su importancia, conservacion y manejo, de tal manera que se
puedan generar nuevas alternativas que sean mas amigables con el ambiente y

ayuden a mejorar sus caracteristicas.

Debido a que existe informacion deficiente sobre el nivel de contaminacion presente
en el rio San Pedro (UCE-FIGEMPA, 2012. pag. 7), ubicado en el canton
Rumifahui, se ha prestado un mayor interés para realizar una investigacion que
ayude a caracterizarlo fisica y quimicamente, determinando el nivel de nitritos y

nitratos presentes.

Este rio representa una amenaza ambiental por la contaminacion originada debido a
un mal manejo y falta de control de desechos solidos y liquidos, generados tanto por
los habitantes, como las industrias ubicadas a sus alrededores, estos problemas
conllevan a buscar nuevas estrategias que permitan una mejor utilizacion y control
de ciertos contaminantes que son perjudiciales (Cabrera, Hernandez, Gémez, y
Caniizares, 2003, pag. 237).



Este estudio se llevo a cabo en los laboratorios de la Universidad Politécnica
Salesiana y en el rio San Pedro de donde se tomaron las muestras. Dentro de los
diferentes contaminantes presentes en el rio se encuentran los nitritos y nitratos,
generados principalmente por residuos industriales o por el uso de abonos
nitrogenados en la agricultura que con su posterior arrastre por las aguas de lluvia o
riegos contaminan las aguas naturales. Estos compuestos son un indicador importante
de la calidad del agua, se encuentran relacionados con el ciclo natural del nitrogeno,
cuando existen ciertas alteraciones puede generarse un aumento significativo en su
concentracion, por los que los efectos nocivos de los nitratos son mayores, cuando se
reducen a nitritos los cuales son compuestos incluso cancerigenos, que pueden llegar
a afectar la flora y fauna cercana generando una menor autodepuracion del mismo,
por lo cual es de suma importancia su disminucion para mejorar este recurso

(Cabrera, Hernandez, Gomez, y Cafiizares, 2003, pag. 102).

En los procesos de tratamiento de aguas residuales, el tratamiento secundario trae
como consecuencia la generacion de efluentes con elevadas concentraciones de
nutrientes, nitrégeno y fésforo, por lo que es necesario aplicar un tratamiento
terciario, pero la mayoria son procesos fisicoquimicos, altamente costosos por lo que
se vuelven poco usados. El uso de microalgas como tratamiento terciario presenta
ventajas importantes como: mejorar la calidad del efluente, mediante un mecanismo
de bajo costo energético asi como el aprovechamiento de nutrientes que estan siendo

desechados, al ser incorporados a la biomasa produciendo (Salazar, 2006, pag. 406).

Las microalgas clorofitas se han estudiado desde hace mucho tiempo, demostrando
su capacidad de remocion de nitritos y nitratos en efluentes (Mendoza, 2003). Su
mecanismo consiste en incorporar el nitrégeno a las moléculas organicas mediante la
reduccidn de los nitritos y nitratos a amonio. Esto ocurre en dos pasos catalizados por
la nitrito reductasa (Nig) Y la nitrato reductasa (Ng). Por lo que es una opcién viable
ya que su sistema de tratamiento de aguas requiere poca energia, una fuente de
carbono, luz solar, nitrégeno y pequefias cantidades de otros nutrientes del medio
para generar biomasa. De esta manera, se podra disminuir la eutrofizacion en
cuerpos de agua receptores, mejorando la calidad de agua (Abalde, Cid, Fidalgo,

Torres, y Herrero, 2012, pag. 354).



Las microalgas a mas de remover nitritos y nitratos en el agua ayudan a mejorar
ciertos pardmetros como: DBO, DQO, Oxigeno disuelto, pH entre otros beneficios, a
fin de mejorar la calidad fisico quimica del agua residual, contribuyendo a disminuir
riesgos a la salud, convirtiéndose en una buena alternativa convencional de bajo
costo para el tratamiento de efluentes, y sobre todo mas amigable con el ambiente
(Leodn, Andrea, Sanchez, y Vaness, 2012, pag. 379).

Estas microalgas son de reconocido valor cientifico, ya que han sido ampliamente
estudiadas y utilizadas en procesos de biorremediacion, bioindicacion y como
productoras de metabolitos secundarios. ElI conocimiento basico generado en esta
investigacion es de gran utilidad y brinda informacién importante para continuar con
estudios relacionados, ya que en nuestro pais su investigacion es relativamente
reciente, asi también expandir su uso como alternativas de tratamiento terciario de
aguas residuales, aumentar sus aplicaciones y beneficios en campos que busquen el
cuidado y preservacion del medio ambiente, tal como lo promueve el Art. 89 Seccidén
Segunda del medio ambiente y el Art. 14 y 15 de la constitucion Capitulo segundo
Derechos del buen vivir Seccién primera Agua y alimentacion, ademas que se
genera un aporte investigativo que posteriormente podria conllevar a un plan de

recuperacion de la cuenca del rio San Pedro.



Objetivos
Objetivo general

Evaluar el comportamiento en la remocion de nitritos y nitratos en muestras de agua

del rio San Pedro cantén Rumifiahui por microalgas clorofitas.

Objetivos especificos:

« Evidenciar la presencia de la microalga clorofitas en muestras de agua del rio

San Pedro, para su posterior aislamiento y cultivo.

« Caracterizar cualitativa y cuantitativamente la calidad fisico-quimica de las

muestras de agua contaminada del rio San Pedro.

« Determinar la remocion de nitritos y nitratos con agua del rio enriquecida con

estos nutrientes.

- Evaluar los niveles de remocion de nitritos y nitratos con el uso de las

microalgas clorofitas bajo condiciones de laboratorio.
Hipotesis
Hipétesis nula (Ho):
Las microalgas clorofitas son eficientes removiendo nitritos y nitratos en muestras de
agua contaminada del Rio San Pedro.
Hipétesis alternativa (Ha):

Las microalgas clorofitas no son eficientes removiendo nitritos y nitratos en

muestras de agua contaminada del Rio San Pedro.

Variables e indicadores

Variable independiente: microalgas clorofitas y evaluacion de su eficiencia en la

remocion de nitritos y nitratos



Variable dependiente: produccion de densidad celular para remover nitritos y nitratos
en muestras de agua contaminada del rio San Pedro

Variables intervinientes

e Medio de cultivo liquido con fertilizante comercial Nitro Foska
e Tiempo de crecimiento de las microalgas

« Eficacia en la remocion de nitritos y nitratos



CAPITULO 1

MARCO TEORICO

1.1. Aguas residuales

Son aquellas aguas cuyas caracteristicas originales han sido alteradas por ciertas
actividades, ya sean industriales, domésticas o urbanas reduciendo su calidad. Este
tipo de aguas muestran diferentes tipos de contaminantes como metales, compuestos
orgénicos e inorganicos, sélidos, grasas entre otros, que generan un alto indice de
contaminacion en los depdsitos hidricos como rios, y mares afectando la salud
humana y el ambiente en general, por lo que demandan un tratamiento previo, antes

de ser reusadas o vertidas a un cuerpo natural de agua (Rincon, 2011. pag. 16).

1.1.1. Tipos de aguas residuales

Aguas residuales industriales: son las aguas que ha sido manipuladas en procesos
industriales y que han recibido subproductos contaminantes como efecto de ese uso.
Su calidad es intensamente variable y practicamente se requiere un estudio particular
para cada industria, dentro de éstas se envuelven las provenientes de la actividad

minera, agricola, energética, agroindustrial, entre otras (Rubens, 2003, pag. 38).

Aguas residuales domésticas: Son las aguas residuales originadas por las actividades
humanas relacionadas con el dispendio de agua potable: lavado de platos, duchas,
lavatorios, servicios sanitarios y similares. Su calidad es muy semejante y conocida y
varia un poco con respecto al nivel socioecondémico y cultural de las poblaciones
(Rubens, 2003, pag. 38).

Aguas residuales urbanas: Son aguas residuales domésticas que pueden estar
combinadas con aguas de drenaje pluvial o con aguas residuales de origen industrial
previamente tratadas, para ser aceptadas en los sistemas de alcantarillado de tipo
combinado (Rubens, 2003, pag. 38).



1.2. Parametros fisico quimicos para la calidad de aguas

Tabla 1. Parametros y limites permisibles para la calidad de agua

Parametros Limites permisibles
Olor Inodoro

Color Incoloro

Turbidez NR

Temperatura 25°C - 35°C

pH 6.5-85

Demanda Bioquimica | 100mg/L
de oxigeno (DBO)

Demanda Quimica de | 200mg/L
oxigeno (DQO)

Nitritos y nitratos 10mg/L
Nota: (Quito-Ambiente, Ordenanza 404, 2012)

1.3. Limites permisibles de descarga a un cuerpo de agua dulce

“Toda descarga a un cuerpo de agua dulce, deberd cumplir con los valores
establecidos a continuacion” (Alcarréz, 2012, pag. 16).



Tabla 2. Limites de descarga a un cuerpo de agua dulce.

Limite maximo

Parametros Expresado como Unidad o
permisible
Aceites y Grasas Sustancias solubles /L 0.3
en hexano
Aldehidos mg/L 2
Aluminio Al mg/L 5
Arsénico total As mg/L 0,1
Bario Ba mg/L 2
Boro total Ba mg/L 2
Cadmio Cd mg/L 0,02
Cianuro total CN mg/L 0,2
Cloro activo Cl mg/L 0,5

Extracto de carbén
Cloroformo mg/L 0,1
cloroformo ECC

Cloruros Cl mg/L 1000
Cobre Cu mg/L 1
Cobalto Co mg/L 0,5
Coliformes remocion > al
Nmp/100ml
fecales 99,9%
unidad de Inapreciable en
Color real color real o
color dilucién: 1/20
Compuestos
. Fenol mg/L 0,2
fendlicos
Cromo 6
Cr+ mg/L 0,5
hexavalente
Demanda
Biogquimica de D.B.Os mg/L 100
Oxigeno
Demanda
Quimica de D.Q.0. mg/L 250
Oxigeno
Dicloroetileno Dicloroetileno mg/L 1
Estafio Sn mg/L 5
Fluoruros F mg/l 5
Fosforo total P mg/L 10




Nitrogeno Total
] N mg/L 15
Kjedahl
Concentracion de
Organoclorados
organoclorados mg/L 0,05
totales
totales
Concentracion de
Organofosforados
organofosforados mg/L 0,1
totales
totales.
Plata Ag mg/L 0,1
Plomo Pb mg/L 0,2
Potencial de
o Ph mg/L 5,0-9,0
Hidrégeno
Selenio Se mg/L 0,1
Sélidos
. mg/L 1
sedimentados
Sélidos
suspendidos mg/L 100
totales
Sélidos totales mg/L 1600

Nota: (TULSMA, 2009)

1.4 Tratamiento de aguas residuales

El objetivo de realizar un tratamiento es reducir la cantidad de agentes
contaminantes en el agua dependiendo no solo del tipo de contaminante presente
sino el uso que se le dard una vez que se haya cumplido con el tratamiento adecuado
(Rubens, 2003, pag. 47).

e Procesos naturales: utilizan procesos naturales fisicos vy
bioquimicos: sedimentacion, adsorcion flujo por gravedad, fotosintesis
con descomposicion aerobica, descomposicion anaerébica con
produccién de metano. Los procesos naturales no demandan energia
externa y pueden producir energia, tienen una huella de carbono
pequefia, son estables, tienen efluentes y lodos apropiados para reuso
en agricultura, son mas rentables y sostenibles para las

municipalidades, o comunidades (Rubens, 2003, pag. 47).
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e Procesos que usan energia: Los sistemas mecanizados solicitan
energia eléctrica de tiempo completo para su adecuada operacion, lo

que incluye:
Aireacion mecanica para lodos activados y lagunas aireadas.
Bombeo para la recirculacion del efluente en filtros de medio granular.

Estaciones de bombeo cuando el afluente no puede llegar por

gravedad a la planta (Rubens, 2003, pag. 47).
1.5. Tecnologias de tratamiento

Los tratamientos se llevan a cabo mediante distintos métodos, todos estos se
establecen en fendmenos: fisicos, quimicos y bioldgicos. A continuacion se detallan

los fundamentos de cada tecnologia.

1.5.1. Tratamientos Bioldgicos

Estos tratamientos se basan en el uso de microorganismos que descomponen y
asimilan las sustancias presentes en el efluente. Los dos tratamientos mas

importantes son lodos activados y sistemas de pelicula fija (Rubens, 2003, pag. 82).

Lodos activados: estos tratamientos se efectlan estanques con una suspensiéon de
microorganismos que forman un barro o lodo activado. Se agrega el agua
contaminada y los microorganismos van descomponiendo los contaminantes en
sustancias simples, o asimilando otras sustancias en su interior. Posteriormente se
efectlla una decantacion para separar los lodos, se obtiene agua tratada y parte de los
lodos se envia de nuevo al estanque. Los lodos a reusar son estabilizados previo

contacto con el agua residual.

Para que el sistema funcione, debe contar con agitacion y aireacion adecuada.

También se suelen agregar nutrientes para promover la actividad de los lodos.

El sistema tiene muchas variantes, que tienen distintos sistemas de aireacion,

concentracion de lodos, y caudal de ingreso de aguas residuales. Los mas avanzados
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utilizan oxigeno puro en un sistema hermético y con una campana se extraen los

gases producidos (Rubens, 2003, pag. 82).

Sistemas de pelicula fija: en este sistema, las particulas activas forman una pelicula
que esta adherida en paredes o en rellenos de distinto tipo. Al pasar el agua residual
por estas paredes o rellenos, entra en contacto con las peliculas microbianas y se va
depurando (Emilio, 2003, pag 8).

Los tratamientos de tipo bioldgico son adecuados para aguas residuales con alto
contenido de materias organicas, pero no estan limitados a ellas. Se conocen
bacterias capaces de asimilar metales pesados y fosfatos. De hecho, casi cualquier
residuo puede ser descompuesto mediante algas o bacterias adecuadas, ya sean
naturales u obtenidas artificialmente por ingenieria genética (Rubens, 2003, pég. 82).

1.6. El nitrégeno

El nitrégeno es un elemento biogénico que se encuentra asociado en moléculas
orgénicas y desempefia funciones vitales para toda célula. Este elemento es un
constituyente basico de aminoacidos, acidos nucleicos, azucares aminadas y los
polimeros que estas moléculas forman, de nimero atdbmico 7, simbolo N y que en
condiciones normales forma un gas diatomico (nitrégeno diatémico o molecular) que

constituye del orden del 78% del aire atmosférico (Cervantes, 2009, pag. 34).

Es un componente esencial del ADN, del ARN y de las proteinas. Todos los
organismos requieren nitrégeno para vivir y crecer. A pesar que la mayoria del aire
que se respira es N, la mayoria del nitrégeno en la atmésfera no esta al alcance para
el uso de los organismos, debido al fuerte enlace triple entre los atomos N en las
moleculas de Ny, el nitrogeno es relativamente inerte. En realidad, para que las
plantas y los animales puedan usar nitrogeno, el gas N, tiene primero que ser
convertido a una forma quimica disponible como el amonio (NH,") el nitrato (NO3),
o el nitrégeno organico. La naturaleza inerte del N, significa que el nitrogeno
bioldgico disponible es, a menudo, escaso en los ecosistemas naturales. Esto limita el

crecimiento de las plantas y la acumulacion de biomasa (Hellinga, 1998, pag. 67).
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En el agua los compuestos nitrogenados provienen fundamentalmente de la
degradacion de la materia organica muerta, que a su vez ha sido absorbida de la

atmosfera para su metabolismo (Pozo, 2008, pag. 56).

En condiciones del medio alteradas, los aportes adicionales de nitrogeno proceden
mayoritariamente de los vertidos urbanos y de ciertas instalaciones industriales, asi
como del uso creciente de fertilizantes y pesticidas en la agricultura (Miller, Pardo y
Mejia, 2000, péag. 26). El nitrégeno presente en el medio acudtico puede existir en
cuatro formas diferentes: nitrogeno organico, nitrégeno amoniacal, compuesto en

forma de nitritos, compuestos en forma de nitratos (Pozo, 2008, pag. 56).

1.6.1 El ciclo del nitrégeno

Proceso sistematico del ciclo del nitrégeno

—
' Amoniaco

Desnitrificacion
Nitrificacién

Animales
=T Proteinas
- . Degradaciénpor
ADN ~ | o oP
— microorganismos
:
\'
Plantas sintesis de Nitrogeno
proteinas
1 B—
Nitrégeno -
‘ Utilizacién de nitrato | Zase0so W
&

Figura 1. Representacion gréafica del ciclo del nitrogeno y sus fases que son:
Fijacion del nitrégeno, amonificacion, nitrificacion y desnitrificacion.
Fuente: (Google images, 2003)

El ciclo del nitrégeno involucra la conversion enzimatica de compuestos

nitrogenados encontrados en el suelo, y del nitrogeno gaseoso de la atmosfera, en



compuestos inorgénicos de nitrégeno que son utilizados por las plantas para la
sintesis de estas macromoléculas. El ciclo posee cuatro fases distintas:

e Fijacion de nitrégeno: combinacién quimica de nitrogeno libre (N,)
con otros elementos para formar nitrégeno fijado (compuestos
conteniendo nitrégeno).

e Amonificacion: Degradacion secuencial de compuestos organicos
nitrogenados como por ejemplo los aminoécidos y la liberacion de

amonio.
NH3; + H,O ----- > NH,; + OH

e Nitrificacion: es la oxidacion del amonio a nitrito (NOy) y luego a
nitrato (NOs3), una forma nutricional de nitrdgeno que puede ser

asimilada por las plantas.

e Denitrificacion: la denitrificacion es un proceso de respiracion
anaerobia, donde el nitrato es utilizado como aceptador alterno de
electrones en lugar de oxigeno, reduciéndose a 6xido nitrico (NO),
oxido nitroso (N2O) o nitrégeno molecular (N,). Dado que estos
compuestos nitrogenados son gases poco solubles, los mismos no se
incorporan al material celular, sino que escapan a la atmosfera. Este
proceso, también conocido como trayecto disimilativo de nitrato, es
llevado a cabo exclusivamente por eubacterias. Los siguientes
géneros bacterianos contienen especies que demuestran la habilidad de
llevar a cabo el proceso de denitrificacion: Bacillus,
Chromobacterium, Micrococcus, Pseudomonas, Spirillum,
Hypomicrobium, Achromobacter, Moraxella, Paracoccus, Alcaligenes
y Aquifex. Este Gltimo género corresponde a bacterias

hipertermofilicas y quimiolitotr6ficas obligadas (Mufioz A. , 2008,

pag. 12).
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1.7 Nitritos y nitratos

El nitrato y el nitrito son iones que forman parte del ciclo del nitrégeno. Son

compuestos solubles que contienen nitrégeno y oxigeno.

“El nitrito es el radical univalente NO, o un compuesto que lo contenga, tal como

una sal o un éster de &cido nitroso.” (Gijzen y Mulder, 2001, pag. 215).

La cantidad de nitritos depende de si el medio es oxidante o reductor y de la
presencia de los organismos capaces de provocar la transformacion en uno u otro
compuesto. En aguas superficiales, bien oxigenadas, el nivel de nitritos no suele
superar 0.1 mg/L (Stumm y Morgan, 1981, pag. 86). El nitrito se halla en un estado
de oxidacion intermedio entre el amoniaco y el nitrato (Wolfe y Patz, 2002, pag.
123).

Esto ocurre por la intervencion de bacterias del género Nitrosomonas, que oxidan el
NH3; a NO,". Los nitritos son oxidados a nitratos NO3™ mediante bacterias del género

Nitrobacter (Birge, 2000, pag. 24), como ya se explico en el ciclo del nitrégeno

En general la concentracion de nitritos en el agua superficial es muy baja, pero puede
aparecer ocasionalmente en concentraciones inesperadamente altas debido a la
contaminacion de fuentes naturales: Procesos de mineralizacion y nitrificacion de la
materia organica por las bacterias del género de las Nitrosomonas. Procesos de
denitrificacion, y  fuentes antropogénicos: Aguas residuales de industrias
alimentarias (utiliza como conservante de productos carnicos como el nitritos de
sodio y potasio), aguas residuales de industrias metalurgica (utilizan sales de nitrito),
aguas residuales domésticas ya que forman parte de las proteinas y la urea.,

Utilizacion de fertilizantes y pesticidas en la agricultura (Albert, 1990, pag. 68).

La presencia de nitritos en el agua es indicativa de contaminacion de carécter fecal
(Metcalf, 1998, pag. 94).

“Los niveles de nitrito superiores a 0,75mg/L en el agua pueden provocar estrés en
peces y mayores de 5 mg/L pueden ser toxicos, y para la segura preservacion de flora
y la fauna no se debe sobrepasar los 60 g/L” (Birge, 2000, pag. 79).

El nitrato es un compuesto inorgdnico compuesto por un atomo de nitrégeno (N) y
tres atomos de oxigeno (O); el simbolo quimico del nitrato es NOs. El nitrato en
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general no es considerado toxico a menos que llegue a altas concentraciones mas de
100 mg/L, es mas peligroso cuando es reducido a nitrito (NO,). Los niveles naturales
de nitratos en aguas superficiales y subterrdneas son generalmente de menos de 4
miligramos por litro (OMS, 2009, pag. 24).

El nitrato, como se menciona en el ciclo del nitrégeno, es consecuencia de la
oxidacion (por microorganismos de tipo nitrobacter,) del amoniaco y fuentes
similares. Otra fuente de formacion es a través de los dxidos de nitrogeno que se
generan en las descargas eléctricas de las tormentas a partir del nitrogeno y del
oxigeno del aire, el nitrato es altamente soluble y es transportado facilmente cuando
fuentes contaminantes entran en contacto con el agua. Fuentes comunes de
contaminacion por nitrato incluyen sistemas sépticos, basureros, fertilizantes,
estiércol, y material vegetal en descomposicion. La precipitacion o la irrigacién
percolan el nitrato de éstas fuentes. Cuando el agua se infiltra en la tierra y corre en
la superficie, el nitrato es llevado a las aguas subterrdneas y/o a las aguas
superficiales. El nitrato alcanza niveles de toxicidad sobre los 100 mg/L En algunos
casos de contaminacion las concentraciones pueden alcanzar varios cientos de

miligramos por litro (Birge, 2000, pag. 98).

Porque el nitrato es facilmente movilizado en el agua, es considerado a menudo un
indicador temprano de que una fuente de contaminacion estd llegando al efluente
(Wolfe y Patz, 2002, pag. 37).

Niveles de nitrato de entre 0 y 40 mg/L son generalmente seguros para los peces.
Cualquier valor superior a 80 mg/L puede ser toxico (OMS, 2009, pag. 5).

1.8. Ficorremediacion

Es una tecnologia empleada eficientemente en la remocion de nutrientes y metales
pesados, implica el uso de microalgas y macroalgas. Radica en la eliminacion o
biotransformacién de contaminantes de un medio liquido o gaseoso. Estos
compuestos son captados por la biomasa microalgal y pueden ser recuperados
mediante su cosecha. Esta capacidad resulta en un sistema de cultivo con dos
propdsitos: eliminaciéon de contaminantes y produccién de biomasa diferentes fines
biotecnoldgicos (Mulbry y Kondrad, 2008, pag. 45), lo cual lo convierte en una

técnica interesante en la relacion costo-eficiencia.
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Contribuye en la remocion de nutrientes de aguas contaminadas por microalgas que
asimilan y metabolizan una significativa cantidad de N y P para la sintesis proteica,

de &cidos nucléicos y fosfolipidos.

Favorece la remocion de metales pesados, varias especies de microalgas han sido
conocidas y estudiadas por su capacidad de retirar metales disueltos (Srivastava y
Majumder, 2008, pag. 7). Esto se debe a su carga superficial negativa poseen una alta
afinidad por los iones de metales pesados (Voltolina, 1998, péag. 76),
introduciéndolos por adsorcion, absorcion y por formacion de fitoquelatinas. Asi, la
utilizacion de microalgas en la remocidn de metales pesados, se considera un método
econdmico con el resultado de un efluente de agua de alta calidad (Wilde y
Beneman, 1993, pag. 108).

La fotosintesis llevada a cabo por las microalgas durante el dia en sistemas de
cultivo aumenta los niveles de oxigeno disuelto en el agua. El uso de microalgas ha
demostrado ser eficiente en la reduccion de DBO y DQO (Liang, 2011, pag. 86),
suministrando ademas de oxigeno a las bacterias aerdbicas que ayudan a la
biotransformacion (Abdel y Raouf, 2012, pag. 120).
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Tabla 3. Microalgas que contribuyen a la degradacion de contaminantes ambientales.

Microalga Microalgas — Agua Tipos de aguas residuales
Prototheca zopfii Agua dulce Degrada hidrocarburos de petrdleo
Especies chlamydomonas Agua dulce Escision en aguas residuales
Chlorella pyrenoidosa Agua dulce y salobre | Degradacién de colorantes azoicos

en aguas residuales

Chlorella Agua dulce y marina | Digestion anaerobia de residuos
lacteos

Ankistrodesmus y Agua dulce Aguas residuales de industrias aceite

Scenedesmus Quadricauda de oliva y aguas residuales de

industrias de papel

Spirulina platensis Agua dulce y salobre | Tratamiento de aguas residuales
domesticas
Chlorella sorokiniana Agua dulce Tratamiento de aguas residuales

bajo, obscuras, heterotréficas, y
aerobicas condiciones

Botrycoccus braunii Agua dulce Tratamiento secundario de aguas
residuales en cultivos continuos y
discontinuos

Scenedesmus Agua dulce Remueve amonio de la digestién
anaerobia efluentes que contienen

niveles altos de amonio y alcalinidad

Notas: (Rewat, Kumar, y Mutanda, 2011)

1.8.1 Ventajas de la ficorremediacion

Son capaces de crecer durante todo el afio, por lo que puede ser usado en cualquier
momento, es decir poseen alta eficiencia bildgica, ya que las microalgas se duplican
diariamente. Requieren de energia solar y un medio liquido para crecer. No compiten
con tierras cultivables. Permiten atenuar los efectos del calentamiento global al
combinar el cultivo con la capacidad de capturar CO,. El proposito fundamental de
aplicar microalgas en el tratamiento de aguas residuales es utilizar y transformar de
los nutrientes a biomasa, la captura de CO, también trae como consecuencia la
producciéon de oxigeno disuelto, para mejorar la calidad del efluente asi como la
disponibilidad de éste para oxidacién bacteriana de la materia organica en sistemas
integrales, por medio del ciclo de oxigenacion fotosintética de aguas residuales
(Oswald, 1998, pag. 167). Cadwell, en 1940 reporto los primero estudios sobre la

posibilidad de utilizar las microalgas como microorganismos depuradores de aguas
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residuales, debido al aprovechamiento de los nutrientes inorganicos contenidos en
estas aguas, para favorecer el crecimiento de las microalgas, funcionando este como

medio de cultivo (Méndez, Albarracin, Cravero, y Salomon, 2010, pag. 230).

Este tipo de microalgas tienen la capacidad de remover contaminantes de tres
formas: por transporte difusivo del medio a la superficie celular, por el
transporte advectivo debido al movimiento del agua en el microambiente de
la célula y por reacciones quimicas, de esta manera incorporan nitrdgeno de
preferencia en forma de amonio, incorporandolo directamente en sus células
para formar aminoacidos por medio de transaminacion. No obstante también
tienen la capacidad de incorporarlo en forma de nitrato y nitrito (Contreras,
1994, pag. 56).

1.9 Microalgas

En biotecnologia se puede referir a las microalgas como microorganismos que
contienen clorofila a y otros pigmentos fotosintéticos, capaces de realizar fotosintesis
oxigénica (Abalde, 1995, pag. 12). Son organismos autotrofos unicelulares, de muy
variada morfologia y fisiologia que habitan diversos ambientes acuaticos en todos
los ecosistemas del planeta. Son fuentes de biomoléculas y metabolitos secundarios
de gran importancia econdmica, también constituyen una fuente directa de alimento,
medicamentos, forraje, fertilizantes y combustible, e inclusive, como indicadoras de

contaminacion (Liang, 2011, pag. 38).

Las microalgas representan un sistema muy eficiente para la bioconversion de la
energia luminosa, unido a la utilizacion de los elementos nutritivos (nitrogeno,
potasio y fésforo), el aporte de oxigeno y una produccion de biomasa que puede ser
utilizable en diferentes areas en la industria. Las microalgas han adquirido gran
importancia en los ultimos afios ya que presentan la solucion a diversos problemas en
aspectos de alimentacion, produccion de biomasa y metabolitos de alto valor
agregado de origen natural. Las investigaciones sobre el cultivo de microalgas
revisten gran importancia dada su amplia aplicacion biotecnoldgica y comercial
(Chapman y Guellenbeck, 1998, pag. 26).
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Diferentes usos y aplicaciones de las microalgas

Suplemento
Nutritivo
Biofertilizantes . —
| Microalgas ‘ ‘ Biorremediacién ‘

Biomasa —
Biocombustibles

Figura 2. Diferentes usos y aplicaciones de las microalgas en diferentes campos, ya sea para
el tratamiento de rios gracias a su capacidad de remocion, su biomasa sirve para la
produccion de biocombustibles, y como suplementos nutritivos gracias a su
contenido de proteinas, y carbohidratos.

Fuente: (Google images, 2004)

Las aguas residuales de origen doméstico, animal o industrial han constituido un
medio apropiado para el crecimiento de microalgas, las que crecen rapidamente en

estos medios alternativos (Abalde, 1995, pag. 15).

Las microalgas representan una alternativa para el tratamiento de aguas residuales
por su capacidad de remocion de nutrientes y alto valor comercial de la biomasa
producida (Chapman y Hall, 1992, pag. 34), siendo una fuente proteinica con
posibles aplicaciones en la nutricibn humana y como complemento de piensos
animales, debido basicamente a sus elevados contenidos proteicos, potenciados por
el hecho de poseer un buen balance de aminoacidos y bajos valores de é&cidos
nucléicos en comparacién con otras fuentes de proteina unicelular (Borowitzka,
1988, pag. 210).

1.9.1. Microalgas clorofitas

Esta clase de microalgas son conocidas como algas verdes. Son una division
extremadamente variada. Son la base de la linea evolutiva que conduce hasta las
plantas superiores. La mayoria son cosmopolitas y viven en agua dulce: tan solo un
10 % de las especies viven en el mar. La mayoria de algas verdes prefieren aguas

mesosprobias (Strebla y Krauter, 1997, pag. 38).

Estas microalgas son de gran interés, y se encuentran especialmente en aguas dulces,
agrupan un gran nimero de géneros distribuidos en varias familias. Muy diversas por

su aspecto, son formas unicelulares e inmdviles, solitarias o coloniales, filamentosas

20



0 membranosas, en forma de hojas o tubulares no presentan divisiones celulares
vegetativas. Las unicas divisiones celulares se producen en el momento de la

formacion de las esporas o de los gametos (Strebla y Krauter, 1997, pag. 49).

Dentro de las microalgas clorofitas el género Chlorella y Scenedesmus, son de las
microalgas mas estudiadas debido a su alto contenido en grasas y proteinas, facil
adaptacion al medio en el que se encuentre, lo cual resulta econémico en el
tratamiento de efluentes, asi como en la remocion de metales pesados (Pellén, 2003,

pag. 87).
1.9.2. Reproduccion de las microalgas

Las microalgas presentan una amplia variedad de ciclos de reproduccion, algunas
especies tienen reproduccion sexual o asexual, aunque algunas presentan los dos
tipos de reproduccion. Los ciclos de reproduccién pueden llegar a presentar cambios
fisiologicos debido a factores del medio ambiente (Abalde, 1995, pag. 27).

e Reproduccion asexual: Es la mas comun, se puede empezar a formar
una colonia con un fragmento multicelular que se halla desprendido,
por lo general este tipo de reproduccién es mas compleja (Pelezar,
1982, pag. 45). En las microalgas unicelulares suele ser por divisién
simple, origindndose dos o0 mas células, en formas multicelulares se
lleva a cabo a partir de células vegetativas o por medio de
fragmentacion. Se conocen varios tipos de reproduccion como
division binaria, con tiempos de duplicacién de una hora 0 menos para
las procariotas, pero de 8 a 24 horas para las eucariotas, gemacion,
formacion de esporas, reproduccion vegetativa y partenogénesis
(Nason, 1994, pag. 6).

¢ Reproduccion sexual: No es tan comdn, en general ocurre al final
de la estacion o cuando las condiciones ambientales se vuelven

desfavorables (Nason, 1994, pag. 6).

En este ciclo se unen dos celulas llamadas gametos para dar origen a
una celula encargada de perpetuar la especie, por lo general cada
gameto se origina de diferentes progenitores (Nason, 1994, pag. 6).
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La mayor parte de las algas que llevan a cabo la reproduccion sexual
caen dentro de tres patrones los cuales se diferencian en la etapa de
ploidia del organismo maduro y en el punto en el cual ocurre la

meiosis.

En el primer caso el individuo maduro es haploide, la Unica célula
diploide del ciclo es el cigoto y la meiosis ocurre después de la
germinacion del cigoto (de aqui la meiosis cigética). En éste tipo de
ciclo, el cigoto suele sufrir un periodo de latencia, un estado en el cual
el alga tiene la capacidad de soportar condiciones ambientales
adversas, por ejemplo, la desecacion de un estanque en el verano. Por
lo tanto este tipo de ciclo es mas comdn en las algas terrestres y de
agua dulce que en las que viven en el ambiente marino méas estable.
En el segundo patron de ciclo de vida el individuo maduro es diploide

y sufre meiosis durante la formacion de los (Nason, 1994, pag. 7).

Los gametos son los Gnicos organelos haploides en este tipo de ciclo.
El ciclo termina por lo general sin pasar por un periodo de latencia. En
el tercer patron del ciclo de vida aparecen individuos de vida libre,
tanto haploides como diploides, o0 que se conoce como el ciclo de vida

que incluye una alternancia de generaciones.

La fase haploide (el esporofito) libera gametos, ocurre durante la
produccién de las esporas en el esporofito (de aqui la meiosis
esporica) Las fases haploides y diploides del ciclo de vida pueden
parecerse entre si (una alternativa de generaciones isomorfas) o bien,
puede diferir morfolégicamente (una alternancia de generaciones

heteromorfias) (Nason, 1994, pag. 7).

1.9.3. Parametros de cultivo de las microalgas

Mas que la influencia de un solo parametro es el conjunto de parametros lo que crea

determinadas respuestas en el crecimiento de las microalgas (Cafiizares, 1994, pag.

22). Estos son los limites de tolerancia maximos y minimos de un organismo a

cualquier factor ambiental (Abalde, 1995, pag. 18), es importante conocer las
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condiciones oOptimas y los limites de tolerancia de una microalga dentro de los

parametros se consideran:

e Temperatura: La mayoria de la especies de microalgas toleran
temperaturas entre 16 y 27°C, aunque esto puede variar de acuerdo a
la composicion del medio de cultivo o la especie cultivada. Un valor
intermedio de 18-20°C, es frecuentemente empleado. Temperaturas
por debajo de los 16°C pueden retardar el crecimiento, mientras que
aquellas por arriba de los 35°C son letales para cierto nimero de
especies (Abalde, 1995, pég. 18).

e pH: el rango del pH para la mayoria de las especies de algas
cultivadas es entre 7.0 y 9.0, siendo el rango Optimo 8.2-8.7. Para
mantener un pH aceptable es necesario airear el medio de cultivo
(Abalde, 1995, pag. 18).

e Luz: Constituye un factor fundamental en todo tipo de cultivo de
microalgas (Abalde, 1995, pag. 19), estas son foto autdtrofas
encargadas de convertir la energia luminosa en metabdlica por medio
de la fotosintesis y sus periodos de exposicion a ésta pueden ser:
continuos mediante luz artificial continua o discontinuos periodos de
iluminacion alternados con periodos de oscuridad también con luz
artificial o el ciclo natural dia y noche (Richmond, 2004, pag. 39). Se
necesita una cierta intensidad de luz para que pueda realizarse la
fotosintesis. La tasa de fotosintesis aumenta con la intensidad
luminosa, alcanzandose el nivel de saturacion a intensidades variables
en funcion de la especie, después del cual la intensidad se hace
limitante, provoca la disminucion de la tasa fotosintética y, por tanto,
del crecimiento (Abalde, 1995, pag. 19).

e Agitacion: una suficiente agitacion del medio de cultivo es necesaria
e incide directamente en el cultivo de microalgas. Cuando los
requerimientos estan satisfechos y las condiciones ambientales son

satisfactorias, la agitacion constituye el requisito mas importante
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para la obtencion de altos rendimientos de biomasa microalgal
(Becker, 1986, pag. 33). La agitacion del medio se produce mediante
la accion del aire, éste es provisto por aireadores de acuario de bajo
consumo (9 watts) (Abalde, 1995, pag. 20).

e Aireacion: Asegura la distribucién homogénea de las células y los
nutrientes dentro del cultivo dejandolos disponibles para su mejor
aprovechamiento, mejora la distribucion de la luz a las células
asegurando que permanezcan fotosintéticamente activas evitando que
se sedimenten y previene una estratificacion térmica (Abalde, 1995,
pag. 20).

e Salinidad: la concentracion de sales inorganicas disueltas, tanto en
las aguas dulces como marinas, puede potencialmente afectar al
crecimiento de las microalgas en funcion de su actividad osmotica. El
efecto de la salinidad adquiere mas influencia cuando se relaciona con
otras variables, como temperatura, luz, fuente de nitrogeno vy
concentracion de nutrientes. El intervalo de salinidad éptimo para una
microalga depende de la especie para microalgas clorofitas la
salinidad oscila entre 25 a 35 g/L (Abalde, 1995, pag. 20).

1.9.4. Nutrientes

Fuentes de carbono: el macronutriente mas importante es el carbono que constituye
el 50% de la biomasa microalgal. El crecimiento microalgal esta limitado por la
fuente de carbono y se utiliza como tal carbono orgéanico he inorganico (Abalde,
1995, pag. 21). La fuente principal de carbono es el CO, aunque algunas microalgas
pueden utilizar compuestos organicos. El CO, es la fuente de carbono celular durante
el crecimiento foto autotréfico caracteristico de las microalgas. EI CO; se suministra
generalmente mezclando con aire, produciendo un burbujeo que sirve también en
agitacion. La mayoria de las microalgas tienen en el medio, aparte del CO,, COg,
CO3H; y sus iones, CO3H y COg3" y sus proporciones dependen del pH, de modo que
seglin aumenta éste las proporciones de HCOs. y COs* aumenta en relacién al CO,

disuelto. EI CO; es la fuente de C preferida por las microalgas, dado que difunde
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rdpidamente del agua al interior de la célula y es utilizable directamente en los
procesos de fijacion (Abalde, 1995, pag. 21).

Fuente de nitrogeno: el siguiente elemento en importancia es el nitrégeno, ya que
después del carbono es cuantitativamente el elemento que tiene una mayor
contribucion a la materia seca de las células micro algales. La fuente de nitrogeno
utilizada suele ser inorganica (nitratos, nitritos y amonio). Cuando el nitr6geno se
incorpora en forma oxidada, como nitrato o nitrito, debe ser reducido antes de que
pueda incorporarse en moléculas organicas. La reduccion del nitrato ocurre en dos
pasos catalizados por la nitrato reductasa y la nitrito reductasa (Abalde, 1995, pag.
21).

Otros nutrientes: el fésforo interviene en la mayoria de los procesos celulares de
trasferencia de energia y de sintesis de acidos nucleicos. ATP y clorofila. Asimismo
es importante la relacion N/P. El azufre se toma como sulfato inorgéanico y es
fundamental para la division celular. La cantidad requerida de calcio varia mucho
entre las especies y esta relacionada con el tipo de pared celular. El sodio, potasio y
cloro son universalmente requeridos por las microalgas, actuando el sodio y el
potasio como activadores de enzimas, mientras que el cloro es fundamental para la
fotosintesis. EI magnesio forma parte de la molécula de clorofila y determina la
agregacion. Los micronutrientes son requeridos en el primero para el metabolismo
del nitrégeno fotosintesis y sintesis de citocromos. EI manganeso y el cobre forman
parte de la cadena de trasporte electrénico y son cofactores de muchos enzimas. EL
cobalto es necesario en aquellas microalgas que sintetizan la vitamina B, las que no
la sintetizan no necesitan el cobalto pero si la vitamina. A veces se requieren bajas

concentraciones de tiamina y biotina (Abalde, 1995, pag. 22).
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Tabla 4. Valores 6ptimos para el cultivo de microalgas

Requerimiento Valores

Luz 2,000 — 4,000 lux

Temperatura 16 -27°C
Fisico-Quimicos Salinidad 0,37%

Ph 7-9

C g/100MI

O, H g/100MI

N 9/100mL

P g/100MI
Nutricionales S g/100mL

Na, K, Ca, Mg 0/100mL

Fe, Zn, Mn, B, Br, Si mg/100mL

Cu, Co, Cl, I, Sr, Rb, Al 1ng/100mL

Vitamina (Tiamina, Biotina Byy) pg/100mL

Nota: (Romero, 2004)

1.9.5. Sistemas de cultivo

En biotecnologia de cultivos se debe seleccionar el sistema de cultivos mas adecuado
para estudios sobre variables ambientales independientes bien sea a través de un
disefio experimental simple o factorial, para induccién de algun pigmento, proteinas,
lipidos hasta alcanzar fase estacionaria o para la produccion diaria de biomasa

microalgal (Arredondo, 2004, péag. 45).

En este sentido hay que tener presente el modo de operacién de un sistema de cultivo
el cual es dependiente del disefio propio del reactor o unidad de cultivo, del modelo
cinético de crecimiento del cultivo y del proceso de produccion (Gonzales, 2011,

pag. 66).
Los sistemas mas empleados en la actualidad son:

e Discontinuo o batch: se carga con medio de cultivo y con inéculo,
hasta que se ejecute el proceso productivo o crecimiento del
microorganismo alcanzado la fase estacionaria sin haber incluido mas
inoculo o mas medio nutritivo (Gonzales, 2011, pag. 66). La densidad
celular aumenta constantemente hasta el agotamiento de algin factor
limitante mientras que otros componentes disminuyen en el medio con

respecto al tiempo. En estos cultivos las propiedades de las células,
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como el tamafio, la composicion de nutrientes y la funcion metabdlica

varian considerablemente (Morales, 2012, pag. 11).

e Semicontinuo: una porcion del cultivo es retirada (tasa de
renovacion) y sustituida por medio fresco a diferentes intervalos de
hora, logrando asi que la poblacién siempre se desarrolle. Esta técnica
prolongada los cultivos y demas es posible mantener elevadas tasas de
division celular, y en los que la composicion bioquimica de las
microalgas es modulada por la tasa de renovacion y disponibilidad de
nutrientes. Los parametros mas importantes a tomarse en cuenta en
este sistema son: Tasa de renovacion, Densidad celular de
estabilizacion, Productividad, Sincronizacion de la divisién celular,
Concentracion de nutrientes, Productividad celular, Composicion

bioquimica, Tasa de duplicacion celular (Morales, 2012, pag. 11).

e Discontinuo alimentado: en este tipo de cultivos el sustrato o
nutrientes se afiade a intervalos de tiempo predeterminado, pero no se
retira volumen alguno, por lo que el volumen del cultivo se
incrementa con el tiempo. Las consideraciones que se deben tomar en
cuenta son: Si el nutriente que se alimenta es el limitante del
crecimiento, esta técnica permite controlar la velocidad de crecimiento
del microorganismo. Util en bioprocesos en los que el crecimiento
celular y /o la formacion del producto son sensibles a la concentracion
del sustrato limitante. Sistema de cultivo empleado para evitar
fendmenos de inhibicidn por sustrato y se requiere alcanzar una alta

concentracion de biomasa (Morales, 2012, pag. 12).

e Continuo: los nutrientes son potencialmente infinitos, los cultivos se
mantendran en un punto determinado en la curva de crecimiento
mediante la adicién de medio de cultivo fresco. En este, se alimenta
una linea de entrada F1 o alimentacion y se drena una linea de salida
F2 o lavado de manera que los flujos o caudales de ambas lineas sean
iguales y la produccién sea continua proporcional a la tasa del

crecimiento de las microalgas, mientras se retira un volumen igual del
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cultivo. Este tipo de cultivos puede modificar la composicion
bioquimica de las microalgas en funcion de la concentracion de

nutrientes y de la salinidad (Morales, 2012, pag. 12).

1.9.6. Medios de cultivo

El cultivo de todo tipo de microorganismos amerita el uso de medios nutritivos para
su crecimiento, mantenimiento, y para estudios bioquimicos clinicos, biotecnolégico
y ambientales. En cuanto se refiere al estudio de bacterias fotosintéticas,
cianobacterias y microalgas, se han disefiado medios genéricos; los cuales contienen
todos los nutrientes y en especial a las fuentes de C, N y P; ademéas de
oligoelementos, también se han descrito diferentes medios selectivos; cuyos
componentes quimicos estimulan el crecimiento de ciertos grupos funcionales de

estos microorganismos (Gonzales, 2010, pag. 22).

1.9.7. Recuento celular en microalgas

La medicion de la biomasa es importante en el cultivo de microalgas para tener un
recuento directo de la poblacion celular y se puede hacer a través de diferentes
métodos. Existen técnicas de conteo para microorganismos fotosintéticos: método de
turbidez a una longitud de onda seleccionada, es recomendable para el caso de las
bacterias fotosintéticas, o el recuento de unidades formadoras de colonias en medio
solido. En cuanto a la cuantificacion de las microalgas y cianobacterias esta
determinada por su morfologia, las unicelulares o coloniales de un bajo nimero de
células, como en Chlorella y Scenedesmus, pueden ser monitoreadas mediante el
uso de camara de recuerdo celular, mientras que las filamentosas mediante camara
de Sedgwick-Rafter, peso seco, contenido de clorofila, ficocianina, ficoeritrina, o en
algunos casos mediante turbidez, cuando la poblacion es homogénea en cultivos
liquidos (Bastidas, 2010, pag. 5).

El recuento celular es una de las técnicas mas utilizadas dependiendo de la
poblacion de microalgas que se obtengan en un cultivo. Existen diferentes métodos
para evaluar el crecimiento de los microorganismos, las microalgas unicelulares
pueden ser monitoreadas con una cdmara de recuento (Neubauer), y las microalgas
filamentosas por medio de peso seco o mediante la extraccion de clorofilas (Morales,
2012, pag. 8).
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Camara Neubauer: Es una camara de vidrio utilizada para realizar recuentos de
diferentes microorganismos. Conocida también como hematocitometro de 0.1 mm,
de profundidad con rejilla Neubauer, la cual consta de 9 cuadrados lados de 1 mm,
cada uno de los cuales corresponden a un volumen de 0.1 pL. Los cuatro extremos

estan subdivididos en 16 cuadrados pequefios.

Para células mas grandes de 6um y con cultivos relativamente poco concentrados, se
aconseja que los recuentos sean en los cuatro cuadrantes denominados A, B, Cy D
(Arredondo y Voltolina, 2000, pag. 8).

Formula para determinar el recuerdo celular (Guillard, 1973, pag. 8).
DC=N/4 x 10.000 x (F.d.)
DC= Densidad celular (x 10 cel/mL.)
N= Promedio de células presentes en 1 mm (0.1puL).
Este numero de célula se divide de acuerdo al nimero de cuadrantes contados.
10 = Factor de conversion de 0.1 pL a 1 mL.
F. d.= Factor de dilucién (cuando se considera necesario diluir la muestra)

F.d: (Volumen inicial +Volumen Final/VVolumen inicial) (Arredondo y
Voltolina, 2000, pag. 8).

1.9.8. Fases de crecimiento de las microalgas

Existen cinco fases generalmente reconocidas en el crecimiento de poblacion de las

microalgas.

e Fase de latencia: en esta fase las células en el cultivo apenas
empiezan a absorber los nutrientes los nutrientes presentes en el
medio, no se registra un incremento aparente en el numero de células
debido a que las células viables no se encuentran en condiciones
adecuadas para dividirse inmediatamente debido a la necesidad de un

ajuste bioquimico (Fulks y Main, 1991, pag. 67).
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e Fase exponencial: es la fase en que la reproduccion celular es
extremadamente rapida y constante, de tal manera que el crecimiento
de la poblacion celular es exponencial. Si se controla la dilucion del
cultivo esta se puede controlar por semanas. Es recomendable
cosechar células durante esta fase si se van a usar como inoculos ya
que se dividen més rapidamente (Fulks y Main 1991, pag. 67).

e Fase de desaceleracion: el crecimiento de la poblacion celular
continua en esta fase pero en una proporcion menor, disminuyendo la
tasa de crecimiento, esto se puede deber a factores tales como:
Alteracion del pH del medio, agotamiento de los nutrientes, reduccion
de la intensidad de la luz y auto inhibicion debido a la produccion de

metabolitos toxicos, entre otros (Fulks y Main 1991, pag. 67).

e Fase estacionaria: durante el periodo de esta fase no hay un aumento
de la poblacion celular, ya que el nimero de células permanece

relativamente constante (Fulks y Main 1991, pag. 67).

e Fase de muerte: en esta etapa la disminucion progresiva de las
células viables es evidente, propiciando el inevitable fin del cultivo.
Al incrementarse el nimero de células muertas y las condiciones
desfavorables como el aumento de numero de bacterias, hongos y
espuma, producto de la division celular, genera el colapso final del
cultivo (Fulks y Main 1991, pag. 67).

Todas las fases dependen del estado nutricional de las células. La duracion de cada
fase de crecimiento puede acortarse, alargarse o apenas reconocerse dependiendo de
diferentes factores como son: la intensidad de la luz, temperatura, composicion del
medio de cultivo, estado fisioldgico de la microalga y tamafio del inéculo (Fulks y
Main, 1991, pag. 68).
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Fases de crecimiento

Curva de crecimiento

Fase
estacionaria

Muerte
celular

Fase
exponencial

Log numero de células viahles

TIBMPO  —p

Figura 3. Diferentes fases de crecimiento desde la adaptacién,
fase exponencial o multiplicacion, fase estacionaria y de muerte
donde se han consumido todos los nutrientes

Fuente: Google images 2007

1.9.9. Microalga Chlorella

Esta microalga fue descubierta en 1890 por M. W. Beijernick, pertenece al reino
eucariota (Bourrelly, 1990, pag. 154). Tiene forma esférica, posee un cloroplasto
dentro de una fina membrana alrededor de su pared; se encuentran solitarias o en
colonias; poseen un cloroplasto lateral con pirenoide carente. Su reproduccién es
nicamente por auto-esporas, representa un sistema bioldgico ideal para la
investigacion debido a su alta eficiencia y adaptacion en laboratorio (Huss y Morris,
1999, pag. 218). Esta microalga es una de los géneros mas abundantes y frecuentes
en la flora de las aguas residuales y las lagunas de oxidacion, crece rapidamente a

elevadas temperaturas y tolera hasta 37 °C (Lincoln y Earle, 1990, pag. 118).

El género Chlorella, es una de las microalgas mas estudiadas debido a su alto
contenido en grasas y proteinas, su rapido crecimiento en medios hostiles permiten
una facil adaptacion a cambios bruscos de pH, pueden ser inoculadas como cultivos
mono-especificos 0 mezclados conformando consorcios gracias a que son microalgas
muy resistentes, se ha comprobado su adaptacion en efluentes a diferentes
concentraciones, convirtiéndose en un factor clave en técnicas de ficorremediacion,
lo cual resulta econémico en el tratamiento de efluentes, asi como en la remocion de

metales pesados (Pellon, 2003, pag. 37).
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Vista de Chlorella al microscopio

Figura 4. Chlorella vista al microscopio lente 40X
Fuente: (Google images, 2002)

Tabla 5. Taxonomia de la microalga Chlorella

Reino Protista

Divisién Chlorophyta

Clase Trebouxiophyaceae
Orden Chlorellales
Familia Chlorellaceae
Género Chlorella

Nota: (Méndez, Albarracin, Cravero, y Salomén, 2010)

Este genero ha sido aplicado en el tratamiento bioldgico de aguas residuales debido a
su gran capacidad de remocion de nitrégeno, fosforo, demanda quimica de metales y
asociacion con otros microorganismos (Garza, 2012, pag. 56). Chlorella ha ocupado
la atencion de los biotecndlogos al ser una importante fuente de biomasa para la
produccion de biodiesel de segunda generacién (Cléber y Converti, 2009, pag. 78).
Este es probablemente el género de Chlorococcales mas cominmente reportado y
frecuentemente abundante en aguas ricas en nutrientes, especialmente con un alto
contenido de nitrogeno (Wehr y Sheath, 2003, pag 89).

En condiciones normales de cultivo la biomasa seca de Chlorella, obtenida a partir
de cultivos a cielo abierto, puede llegar a tener un contenido proteico del 50-56%,
por lo que constituye una fuente valiosa de proteinas de origen celular (Soeder y
Hegewald, 1988, pag. 110), con excelente calidad nutricional, por lo tanto la biomasa
resultante puede ser aplicada para diferentes objetivos, incluyendo su uso como
aditivo para la alimentacion, la extraccién de productos de valor afiadido, como los
carotenoides u otras biomoléculas o la produccion de biocombustible. (Hernandez,
2004, pag. 11)
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1.9.9.1 Reproduccion Chlorella

Se reproduce de forma asexual (Hoek, 1981, pag 67). Su reproduccion consiste en la
division en porciones cada vez menores, las células esféricas aisladas contienen un
plasto parietal voluminoso provisto de un pirenoide. Cuando estas células han
alcanzado su tamafio méximo, el nucleo se divide en 4 o0 en 8 y se forman en el
interior de la célula madre 4 a 8 células mas pequefias, idénticas a ella; son las
autosporas (de tipo no motiles) liberadas por deshicencia de la pared de la célula
madre, transformandose directamente en nuevas Chorellas al crecer. Este tipo de
reproduccion asexual es el Unico conocido en esta microalga; esta reproduccion
permite un aumento rapido del ndmero de individuos aproximadamente cada 6 a 8
horas se encuentran multiplicandos, cuando estos se encuentran en el agua que
contiene las sales minerales necesarias y las condiciones de fotosintesis son
favorables. En resumen sus ciclos de vida y necesidades nutricionales son muy
simples, al ser unicelulares, la energia se dirige a través de la fotosintesis al
crecimiento y reproduccion, ya que no es necesario formar y mantener tejidos y

organos muy complejos (Crawford, 1995, pag 98).

Debido a la facilidad de cultivo puro y de su multiplicacion rapida es uno de los
géneros de microalgas mas estudiada (Dillard, 1989, pag 145).

Multiplicacion por esporas

Figura 5. Ay B células jovenes y adultas con su plasto parietal. C formacion de 4 autosporas; D
Liberacion de las autosporas
Fuente: (Huss y Morris, 1999)

1.9.9.2. Asimilacién de nitrégeno en Chlorella

El nitrogeno (N) es un elemento esencial incorporado en muchas macromoléculas,

incluyendo proteinas (aminoacidos y acidos nucléicos). Chlorella puede utilizar una
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gran variedad de compuestos de nitrogeno orgéanico e inorgénico. Sin embargo las
fuentes principales su crecimiento son el amonio y sales de nitrato, nitrito y a veces
urea. Cuando el amonio y nitrato se suministran juntos, las microalgas
preferentemente utilizan en primer lugar el nitrégeno del amonio que se incorpora en
los compuestos organicos producidos por la microalga. La absorcion de los iones
NOj3 conduce a un aumento en el pH del medio mientras que el consumo de los iones

NH, conduce a una disminucién en el pH (Oh Hamma y Miyachi, 1992, pag 67).

e Reduccion de nitrato y nitrito

Cuando el nitrato es la fuente de nitrogeno, las células de Chlorella lo
trasportan a través de su membrana para posteriormente ser reducido a
amonio, antes de la incorporacion en compuestos organicos Estudios
realizados en plantas superiores y microalgas sugieren que sélo dos
enzimas, la nitrato reductasa (NR, EC 1.6.6.1-3) y nitrito reductasa
(NiR; EC 1.7.7.1) trabajan de forma secuencial para catalizar la
reduccion total de nitrato amonio. La asimilacion de NR cataliza la
reduccion nitrato a nitrito, utilizando nucleétidos piridina reducidos
como donadores de electrones NiR cataliza el segundo paso de la
asimilacion de nitrato, la reduccién de nitrito amonio, con ferredoxina
como donador de electrones en una reaccion que implica la
trasferencia de seis electrones NiR es una enzima de los cloroplastos
mientras que NR se encuentran especialmente en el citoplasma. En la
mayoria de las microalgas, la nitrato reductasa (NR) se expresa
plenamente en cultivos de células que crecen en nitrato como Unica
fuente de nitrégeno y es reprimida en las células que crecen en medios
que contienen exceso de amonio o una mezcla de amonio (Marquéz,
2013, pag. 5).

e Asimilacién de amonio

El amonio es la fuente de nitrogeno preferida por microalgas.
También es la fuente mas eficiente enérgicamente, ya que requiere
menos energia para su captacion. La asimilacion de amonio es un

proceso bioguimico fundamental para el crecimiento asi como el

34



desarrollo, y estan implicadas dos rutas enzimaticas. La mas
importante es la glutamina sintetasa, y la otra es la animacion
reductiva reversible de a-oxoglutarato, catalizada por la glutamato
deshidrogenasa, que funciona como ruta auxiliar. La via glutamina
sintetasa es considerada como la principal via de asimilacion de
amonio, mientras que la funcion de la via glutamato deshidrogenasa
sigue siendo obscura, y se cree que se activa bajo condiciones de

estrés (Marquéz, 2013, pag. 5).

Glutamina sintetiza (glutamato amonio ligasa) es conocida por su
gran afinidad por el amonio y por incorporar de manera eficiente el
amonio en aminoacidos. Esta encima juega un doble papel al
proporcionar glutamina, se forma mediante la adicion de nh4 en el
grupo carboxilo y del acido glutdmico en una reaccién catalizada por
esta enzima. Es ampliamente distribuida en las plantas y se produce en
dos formas principales, uno en el cloroplasto y otra en el citosol. La
forma glutamina sintetiza de plasmidos estd ampliamente distribuida

en el cloroplasto y es generalmente considerado como universal

Glutamato sintetasa son enzimas esenciales en la asimilacion de
amonio en las plantas y las bacterias, en los que catalizan la formacién
de dos moléculas de I-glutamina y a-oxoglutarato. Se distinguen 3
clases distintas de glutamato sintetasa: una glutamato sintetasa
ferredoxina- dependiente (FD-G1TS), una enzima hierro azufre y que
contiene ferredoxina - detectado en los cloroplastos de plantas
superiores, cianobacterias y algas. Una glutamato sintetasa
dependiente de NADPH (forma oxidada de nicotinamida adenina di
nucleotido fosfato) (NADPH glutamato sintetasa), en su mayoria se
encuentra principalmente hongos, animales inferiores, y los tejidos no
verdes, como la nitrogenasa en glutamina y glutamato puede ser

inhibida por la metionina sulfoximina.

En la via alternativa la glutamato deshidrogenasa, cataliza la
formacion de glutamato directamente de NH; y a - oxoglutarato.

Chlorella contiene dos iso enzimas de deshidrogenasa en glutamato:
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nicotinamida adenina di nucledtido fosfato—glutamato deshidrogenasa
localizado en la mitocondria y a - oxoglutarato nicotinamida adenina
di nucledtido fosfato—glutamato deshidrogenasa localizada en el
cloroplasto, dependiente de la induccidn de luz y amonio se somete a
la inactivacion rapida después de la eliminacion de amonio a partir de

celulas inducidas por completo.

Glutamina sintetasa tiene una mayor afinidad por el amonio (30mm),
comparada con la glutamato deshidrogenasa (40mm), lo que significa
que las funciones de glutamina sintetasa son mayores, incluso a

niveles muy bajos de amonio (Marquéz, 2013, pag. 5).

1.9.9.3. Usos y aplicaciones de Chlorella

Los usos y aplicaciones de Chlorella se pueden generar en diferentes campos como:
Agricultura (Fijacion de nitrdgeno, biofertilizantes, ciclos de nutrientes),
Alimentacién (Biomasa, suplementos), salud (Tratamiento, prevencion), medio
ambiente (Biocombustibles, biorremediacion, bio indicadores), biotecnologia
(Produccion de farmacos, pigmentos, suplementos dietéticos) (Mendoza, 2003, pag.
15).

e Farmacéutico: Chlorella contiene un porcentaje mas alto de clorofila en el
mundo vegetal conocido 1.7 a 7.0%. Su molécula de clorofila es muy similar a
la molécula de hemoglobina, y actda como un limpiador en rifiones, higado y
corriente  sanguinea, es un buen destoxificante de la sangre, tiene un alto
contenido de hierro que es un elemento esencial para el transporte de oxigeno
en la sangre. Por muchos afios ha sido conocido como normalizador de la
presion sanguinea, los experimentos del laboratorio han mostrado que su uso
regular reduce la presion sanguinea alta. El acido eicosapentaenoico (EPA) es
capaz de disminuir el colesterol en la sangre y es posible obtenerlo de esta especie
de microalgas que es superior en pureza, olor y menor costo de produccion que el
de otras fuentes. Chlorella produce el B-1,3 glucano, el cual tiene una respuesta
inmunologica muy importante para la salud humana ademéas de reducir la

concentracion de lipidos en sangre (Kano y Kazie, 2005, pag. 10).
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e Nutricional: en varios paises como Japon ha sido explotada como complemento
nutricional, por su composicion quimica: Chlorella es alta en proteinas y otros
nutrientes esenciales, aproximadamente 55% de proteina, 20% de grasa, 20% de
carbohidratos, 5% fibra, y un 10% de minerales y vitaminas (Kano y Kazie, 2005,
pag. 12). Esta microalga contiene 19 aminoacidos incluidos los mas esenciales
para la vida humana, todas las principales vitaminas, excepto la vitamina D, y
todos los principales minerales, y suficiente beta caroteno y xantofilas para que
sea un poderoso antioxidante, su contenido en clorofila puede ser desde 1.7 a
7.0%. de clorofila, es rica en hierro de facil asimilacién, gracias a la presencia
natural de vitamina C y clorofila. (Becerra y Monzoy, 1992, pag. 13). La
estructura genética de Chlorella se considera la responsable de su alto valor
nutricional, facilidad de cultivo y su asombrosa tasa de crecimiento, ya que se
estima produce de 40-50 ton/acre/afio. En condiciones normales de cultivo la
biomasa seca de Chlorella, obtenida a partir de cultivos puede llegar a tener un
contenido protéico, por lo que constituye una fuente valiosa de proteinas de origen
celular (Soeder y Hegewald, 1988, pag. 64), con excelente calidad nutricional.

e Biorremediacion: este género ha sido aplicado en el tratamiento bioldgico de
aguas residuales debido a su gran capacidad de remocion de nitrogeno (amonio,
nitratos y nitritos ), fosforo, demanda quimica de metales y asociacion con otros
microorganismos (Garza, 2012, pag 59). Chlorella suple suficientemente todo
requerimiento de oxigeno; remueve eficientemente el biéxido de carbono,
elimina nocivos toxicos de mal olor provenientes del aire, y ha demostrado ser
eficiente en la remocién de metales como: Cd, Zn, Cu, Ag, Pb, Hg, Ni y Cr
(Kojima y Lee, 2001, pag. 310). La capacidad de las microalgas para degradar
contaminantes organicos peligrosos es bien conocida en este género de microalga
y ha sido utilizadas con éxito para el tratamiento de aguas residuales (Abeliovich,
1986, pag. 54).

e Acuicultura y agronomia: esta microalga por poseer las siguientes cualidades: es
de facil manejo, tiene una alta capacidad de reproduccion, es rica en proteinas,
lipidos y acidos grasos, es ampliamente utilizada en acuicultura como por
ejemplo en la alimentacion de larvas de camaron y langostino, como alimento

para rotiferos, debido a su valor nutritivo y digestibilidad, ademas de su capacidad
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para crecer en cultivos masivos, también su uso se extiende hacia la produccion de

biofertilizantes, especificamente en cultivos de interés agronomico.

e Biocombustible: Chlorella ha ocupado la atencion en la biotecnologia al ser una
importante fuente de biomasa para la produccion de biodiesel de segunda
generacion (Converti, Casazza, y Perrego, 2009, pag. 48). En la actualidad se ha
detectado el uso de lipidos de Chlorella para la produccion de biodiesel, ya que es
una alternativa que asegura satisfacer o reemplazar la demanda global de
petrodiesel. Esta tecnologia es prometedora dadas las ventajas que ofrece en
contraste con las plantas oleaginosas, tales como: mayor eficiencia fotosintética;
eficacia superior en la asimilacion de nutrientes; y periodos cortos de produccion
sostenida durante todo el afio, a causa de los breves tiempos de duplicacion
(Cléber, 2006 y Converti, 2009, pag. 76).

1.9.10. Microalga Scenedesmus

El género Scenedesmus fue descrito por primera vez por Teodorico en 1905, y su
nombre fue otorgado por M. F. Dunal, que fue el primero en reconocer éste género

posee 29 especies y una gran cantidad de variedades ain no muy bien definidas.

Todas las algas de este género son unicelulares pero se diferencian enormemente en
tamafio y forma. Sus dimensiones varian entre 8 y 25 um de largo y 5 y 15 um de
ancho. Forma cenobios, ordenadas linealmente, elipsoidales a cilindricos con polos
méas o menos redondeados, su pared celular posee verrugas que se unen formando
cortas costillas con la forma de una C mayuscula, la pared celular es lisa, cloroplasto

parietal con un pirenoide de almidén (Becerra y Monzoy, 1992, pag. 13).

Pueden ser ovoides, periformes, alargadas o esféricas con una papila apical bien
definida cuando se trata de individuos pequefios, y ovoides o elipticas con un
estrechamiento en la parte central y una papila apical muy pequefia o ausente cuando
las células son grandes. Scenedesmus tiene los organulos celulares tipicos: nucleo
rodeado de membrana, mitocondrias, pequefias vacuolas, golgi y una mancha ocular.

Ademas, presenta un cloroplasto de gran tamafio en forma de copa con un pirenoide
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simple embebido en la parte basal. Este pirenoide estad rodeado de grénulos de
polisacérido que son el producto de reserva (Gonzalez, 2010, pég. 11).

Su principal caracteristica morfoldgica es la ausencia de una pared celular rigida de
polisacérido. La célula esta incluida en una delgada y elastica membrana plasmatica
y envuelta mucidica. Esto le permite responder rapidamente a cambios osméticos,
alterando su forma y volumen celular. Por otro lado, ésta falta de pared celular rigida
aumenta su sensibilidad a fuerzas de tension externa e impone algunas limitaciones a

la manipulacion de los cultivos (Mayeli, Nandini, y Sarma, 2005, pag. 88).

Este género de microalga posee una facil adaptacién al medio en el que se encuentre,
pueden ser inoculadas como cultivos mono - especificos 0 mezclados conformando
consorcios gracias a que son microalgas muy resistentes a cambios bruscos de pH, se
ha comprobado su adaptacion en efluentes a diferentes concentraciones,
convirtiéndose en un factor clave en técnicas de ficorremediacion, lo cual resulta
economico en el tratamiento de efluentes, asi como en la remocion de metales
pesados (Pellon, 2003, pag 84).

Imagen vista al microscopio de Scenedesmus

Figura 6. Vista al microscopio de Scenedesmus lente 40X
Fuente: (Google images 2003)

Tabla 6. Taxonomia de la microalga Scenedesmus

Dominio Eucariontes
Reino Plantae

Filo Chlorophyta
Clase Chlorophyaceae
Orden Sphaeropleales
Familia Scenedesmaceae
Genero Scenedesmus

Nota: (Bold y Alexopoulus, 1987)
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Es uno de los géneros més cominmente reportado y frecuentemente abundante en
aguas ricas en nutrientes, especialmente con un alto contenido de nitrégeno (Wehr y
Sheath, 2003, pag. 22). Por eso también es utilizado en biorremediacién de aguas
residuales (Martinez, Sanchez, Jiménez, Yousfi y Mufioz, 2000, pag. 36). La
remocion de nutrientes y materia organica obtenida en las aguas residuales cultivadas
con Scenedesmus  demuestra su efectividad en el tratamiento de las mismas,
reportando eficiencias del 100% para nitrogeno, del 78% para fosfatos y del 36%
para materia organica (Gonzalez, 2010, pag. 12). También es utilizado en la

produccion de biodiesel con muy buenos resultados.

1.9.10.1. Ciclo celular de Scenedesmus

Las formas de reproduccion de la microalga Scenedesmus son la clave para entender
el proceso de crecimiento de la concentracion celular en los cultivos (Gonzélez,
2010, pag. 11).

En la reproduccién asexual: Las microalgas del tipo Scenedesmus se reproducen por
division longitudinal independientemente de su tamafio, se los puede Ilamar
individuos grandes e individuos pequefios, en vez de jovenes y adultos como se
designan comunmente, y mantienen la actividad celular durante la division (Sanchez
y Varo, 1996, pag. 56). Esta division realiza mediante la formacion de auto colonias
0 cenobios en el interior de cada célula adulta. Dichas auto colonias quedan en
libertad por ruptura de la pared de la célula madre y después alcanzan gradualmente

el tamafio y la ornamentacion caracteristica de la especie (Gonzalez, 2010, pag. 12).

En la reproduccion sexual: Las células hijas originadas de este modo mantienen la
morfologia tipica y la estructura de sus células parentales. Cuando se exponen a
condiciones que inducen la reproduccion sexual (bajo pH, baja temperatura o
ausencia de nutrientes), ambos tipos de células responden de distinto modo (Sanchez
y Varo, 1996, pag 43).

Los individuos grandes son capaces de conjugarse directamente. Los individuos
pequefios atraviesan un estado previo de maduracion: la etapa “palmeloide”. En este
estado la mancha ocular se desorganiza y todos sus organelos quedan embebidos en

una capa mucilaginosa. Se consideran a este estado como una estrategia para
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facilitar la supervivencia en condiciones desfavorables de crecimiento. (Lurling,
2003, pag. 32)

Cuando se afade medio fresco, las nuevas células son capaces de actuar como
gametos. Estos son morfologicamente similares a las células vegetativas pero su

cloroplasto no esta tan desarrollado (Sanchez y Varo, 1996, pag. 44).

Ciclo celular de Scenedesmus.
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Figura 7. Fases del ciclo celular de Scenedesmus
Fuente: (Sanchez y Varo. 1995)

\u

2 i

La conjugacion lateral y la germinacion del zigoto originan de 4 a 8 individuos
nuevos Los individuos grandes derivan de los pequefios: en la replicacién donde se
parte exclusivamente de individuos pequefios, al cabo de 4-5 dias de cultivo parecen
los dos tipos de células. Ademas, el numero de células grandes aumenta
gradualmente durante la fase logaritmica de crecimiento y se hace maximo en la fase

estacionaria (Gonzalez, 2010, pag. 13).

Los cistos son células redondas, de color rojo y gran tamafio que pierden los
flagelos, y por tanto, su movilidad. Estdn rodeados de una doble pared con una

superficie de aspecto rugoso (Sanchez y Varo, 1996, pag 47).

La formacion de estas células tiene lugar en cultivos en fase de N, y presencia de
sulfatos. La intensidad luminosa no parece ejercer ningun efecto, sin embargo, la
baja temperatura aumenta su formacion. También se ha descrito la formacion de
aplanosporas cuando se produce la desecacion de su habitat natural lo que ha llevado
a pensar que se trata de una estrategia de resistencia a condiciones adversas. La
caracteristica mas notable de ésta forma celular es su diferente composicion en
pigmentos respecto a las células vegetativas, siendo la cantaxantina el carotenoide
mayoritario en lugar del B-caroteno. (Sanchez y Varo, 1996, pag. 47).
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1.9.10.2. Asimilacion de Nitrogeno a las células de Scenedesmus

En las microalgas, el proceso de asimilacion reductora del nitrato en amonio puede
considerarse un proceso foto dependiente, ya que utilizan directa o indirectamente
gran parte del poder reductor generado en el cloroplasto. Este proceso consta de dos
pasos fundamentales: la incorporacion del nitrato y nitrito a partir del medio, y su
reduccion intracelular, catalizada por la nitrato reductasa (NR) y la nitrito reductasa
(NiR). Este proceso de asimilacion de nitrato y nitrito esta regulado a tres niveles: la
actividad y capacidad de los sistemas de transporte; la actividad de la NR y la NiR,
enzimas fuertemente reguladas por las condiciones de luz y la concentracion de

nitrégeno celular (llangovan, 1998, pag. 6).

La fuente de nitr6geno en Scenedesmus procede de la reduccion del nitrato. EI primer
paso es la entrada de nitrato al interior de la celula mediado por transportadores
especificos (Ty). A continuacién, el nitrato es reducido hasta amonio, por la accién
secuencial de las enzimas nitrato reductasa (Nr) que cataliza la reduccion de nitrato a
nitrito con la transferencia de dos electrones, y la nitrito reductasa (Nigr) que cataliza

la reduccién de nitrito a amonio con la transferencia electrones (llangovan, 1998,

pag. 6).

1.9.10.3. Usos y aplicaciones de Scenedesmus

e Biocombustible: Scenedesmus ha ganado gran interés en el escenario energético
actual, debido a su rapido crecimiento y a los porcentajes de lipidos que son
relativamente altos, hidratos de carbono y su contenido de nutrientes, todas estas
propiedades la hacen una excelente fuente de biocombustibles como el biodiesel.
La concentracion de lipidos reportada para el género Scenedesmus, de 15 a 35%,
sumada a la facilidad de su cultivo, hacen de esta microalga una opcion importante

para la produccion de biodiesel (llangovan, 1998, pag. 8).

e Biorremediacion: Scenedesmus representan una alternativa para el tratamiento de
aguas residuales por su capacidad de remocion de nutrientes y alto valor comercial
de la biomasa producida, con la obtencion de biomasa microalgal de alto valor
agregado para alimentacion animal como un subproducto (Salazar M. , 2005, pég.
8).
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e El género Scenedesmus es comdnmente encontrado en los cuerpos de agua y se han
estudiado diferentes especies de este género en todo el mundo in vitro debido a su
rapido crecimiento y facilidad de manejo, esta microalga tiene la capacidad de
degradar contaminantes organicos en aguas residuales (Oswald, 1988, pag. 305).

e Esta microalga presenta diversas adaptaciones y ciertos mecanismos de tolerancia,
los cuales son los responsables de llevar a cabo a través de la membrana, los
procesos de adsorcion, absorcién y desorcién. Los metales que mas se han
estudiados en este tipo de tratamiento son: Cd, Zn, Cu, Ag, Pb, Hg, Ni y Cr. este
género también ha demostrado eficiencia en la remocion de amonio, nitrato y

fosforo.

e Alimentacién y acuicultura: segun el perfil de aminoacidos obtenido para la
microalga Scenedesmus se encuentra que ésta tiene aplicacion potencial en la
industria de alimentos balanceados para animales, la elevada capacidad de
crecimiento de la microalga permite su uso como fuente de alimento en acuicultura,
debido a su composicion quimica: proteinas de 24-35 %, lipidos 15-35 %, fibra
bruta 10-15 %, minerales 23- 25 % (Hernandez y Martinez, 2008, pag. 2). se usa
para enriquecer piensos, tanto para acuicultura como para las industrias carnicas,
que se benefician de las propiedades de los carotenoides para mejorar el color de la

carne.
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

El presente estudio consto de dos fases, una de campo y una de laboratorio que se
describe a continuacion.

2.1. Localizacién del estudio

La presente investigacion se realizo en los laboratorios del ciencias de la vida de la
UPS bloque B tercer piso. Ubicado en la provincia de Pichincha, cantén Quito,

campus el Giron.

La recoleccion de las muestras se realizé en el rio San Pedro, ubicado en el canton

Rumifahui, provincia de Pichincha, capital Sangolqui. (Ver tabla 7)

Tabla 7. Localizacion del Rio San Pedro

Provincia Pichincha

Canton Rumifahui

Capital Sangolqui

Sectores que atraviesa el rio Amaguafia, Sangolqui, San Rafael, Conocoto y Guangopolo
Coordenadas 0°13'S 78°31'0/-0.217, -78.517

Latitud 00°20°18”S

Longitud 78°27°6.06” W

Altitud 2535 msnm

Extension 137.2 km?

Nota: (Acurio y Arciniegas 2015)
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Ubicacion rio San Pedro

e e SRR CRES
Figura 8: Vista del rio San Pedro desde el satélite
Fuente: (Google Earth, 2015)

2.2 Fase de campo
Dentro de la fase de campo se realizaron dos muestreos: el primero para la

recoleccion de microalgas, y el segundo para la implementacion del ensayo.

2.2.1 Georeferenciacion de los puntos de muestreo

La toma de muestras se realizo en el puente de la Urbanizacion Fajardo, aguas abajo
y aguas arriba. Previo a la toma de muestras se registro las coordenadas geograficas
de los puntos de muestreo mediante el uso de un GPS, estos puntos se presentan a
continuacion: Ptol/UTM 9964347: Pto2/UTM 9962923: Pto3/UTM 9962067:
Pto4/UTM 9960712.

2.2.2 Primer muestreo: recoleccion de agua con microalgas del rio San Pedro

Equipo de muestreo y materiales

¢ Botas, guantes, mascarilla y pantalones impermeables.
¢ Cepillo de dientes
e Botellones plasticos de agua de 6L para recolectar la muestra

e Etiquetas y boligrafo
Procedimiento

¢ El muestreo se realiz6 en los puntos georeferenciados anteriormente, donde el
agua se encontraba estancada, utilizando equipos de proteccion personal.
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eCon ayuda de un cepillo de dientes se cepillé las piedras para que las
microalgas adheridas a ella se separen.
¢ Se sumergio el botellon a 30cm de profundidad, evitando la influencia de la
corriente.
¢ Se recolectd 4 muestras en botellas de plastico, con un volumen aproximado
de 1L.
e La recoleccion del agua se efectu6 a contra corriente para minimizar el efecto
de contaminacion.
¢ Cada botella se etiquetd como: muestra 1, muestra 2, muestra 3 y muestra 4
e Se transportd las muestras al Laboratorio de Ciencias de la vida de la

Universidad Politécnica Salesiana. Para posteriores ensayos (INEN, 1998,
pag. 5).

2.2.3 Segundo muestreo: recoleccion de agua para implementacion del ensayo

Equipo de muestreo y materiales

¢ Botas, mascarilla, guantes y pantalones impermeables.
¢ Botellones de 6L para recolectar la muestra

e Etiquetas y boligrafo

Procedimiento:

eEl muestreo se realiz6 en los puntos georeferenciados anteriormente,
utilizando el adecuado EPPs.

e Se recolectd 16 muestras de agua en botellones de 6L para obtener un
volumen de 96L, lo mas lejos posible de las orillas, a 30 cm de la superficie
o0 procurando no remover el fondo.

e Se evitd los remansos 0 zonas de estancamiento.

o Se sujeto el botellén por el fondo en forma invertida.

e Se sumergio el botellon completamente en sentido contrario a la corriente.

eUna vez recolectadas las muestras se las transportdo al Laboratorio de
Ciencias de la vida de la Universidad Politécnica Salesiana. Donde todas las
muestras fueron mezcladas en un tanque de 100 L de capacidad para

posteriores ensayos.

46



2.3 Fase de laboratorio

Esta fase se llevd a cabo en los Laboratorios de Ciencias de la vida de la Universidad
Politécnica Salesiana Bloque B en el tercer piso, ubicado en la provincia de
Pichincha, cantén Quito, Campus EI Girdén, y en el rio San Pedro de donde se

tomaron las muestras para la realizacion del estudio.
Dentro de esta fase el estudio se dividio en dos etapas:

e Etapa I: identificacion de microalgas y produccion de biomasa microalgal
mediante escalamientos.

e Etapa II: implementacion del ensayo de tratabilidad

2.3.1 Etapa I. Identificacion y produccion de biomasa microalgal mediante

escalamientos

2.3.1.1 Preparacion del medio de cultivo

Para la preparacion de medio se utilizé Nitrofoska Foliar liquida 10-4-7-0,2 MgO

(1L), a dos diferentes dosis.

Nitrofoska Foliar

Figura 9. Nitrofoska Foliar liquida 10-4-7-0,2 MgO para la preparacion
del medio de cultivo de las microalgas.
Elaborado por:(Acurio y Arciniegas 2015)

Materiales

e Botella de plastico (6 L)

e Tirillas de pH

¢ Nitrofoska Foliar 10-4-7-0,2 MgO
e Agua destilada

e Bicarbonato de sodio
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e Pipeta Pasteur 4mL

Procedimiento
Dosis 1mL/L: Esta dosis se utilizé solo en el inicio del escalamiento

e Se colocd 5 L de agua esterilizada en un botellon pléastico de capacidad de 6L.
e Se afiadio (ImL) de fertilizante foliar NITROFOSKA por litro (total 5mL),

con una pipeta.
e Se midio el pH mediante las tirillas de pH

e Se ajusto el pH a 8 con 2 g de bicarbonato de sodio
Procedimiento

Dosis 3mL/L:

e Se colocd 5 L de agua esterilizada en un botellon plastico de capacidad de 6L.
e Se afiadid (3 mL) de fertilizante foliar NITROFOSKA por litro (total 15mL).
e Se midié el pH mediante tirillas de pH

e Ajustar el pH entre 8 con 2 g de bicarbonato de sodio.

Tabla 8. Dosificacion de los medios de cultivo

Medios de cultivo Dosis Agua destilada | Dosis Nitrofoska pH
Medio de cultivo ImL /L 3L 3mL 8
Medio de cultivo 3mL /L 5L 15 mL 8

Elaborado por: (Acurio y Arciniegas, 2015)

La seleccion de estas dosis fueron basadas en estudios realizados previamente en los
que establece que a menor densidad celular, menor requerimiento de nutrientes (Iml
NF/L), y a mayor densidad celular, mayor requerimiento de nutrientes (3ml NF/L),

segun (Morales, 2012, pag. 3).

2.3.1.2 Identificacion de microalgas Clorofitas

La identificacion se realizé en las cuatro muestras recolectadas en el primer muestreo
(M1, M2, M3, M4).

Materiales y Equipos:
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e Porta objetos
e Cubre objetos
e Pipeta Pasteur plastica

e Microscopio
Procedimiento:

e Con una pipeta Pasteur plastica se tomd una gota de cada muestra (M1, M2,
M3, M4) y se preparo cuatro placas para realizarla la observacion.

¢ Se coloco la placa en el microscopio y se observo empezando en el lente de
menor aumento 4x, hasta llegar al lente de 40x.

¢ Se observo los caracteres morfoldgicos microscépicos de las microalgas y se
compar6 con fuentes bibliogréficas de los autores (Streble y Krauter, 1987), y
(Morales, 2014)

¢ Se tomo fotografias de las células observadas en el microscopio.

e Se compard con fotos de los autores, Streble y Krauter, 1987, y Morales,
2014.

eCon la ayuda del experto en microalgas Dr. Ever Morales, citas
bibliograficas, observacion y comparacién microscépica y se identificd la

presencia de Chlorella y Scenedesmus

2.3.1.3 Recuento celular mediante camara de Neubauer

El recuento celular se determind en cada una de las muestras anteriores, cada tres

dias, durante todo el proceso, mediante el uso de camara de Neubauer.
Materiales:

e Camara Neubauer
e Tubos de ensayo
¢ Pipeta Pasteur

¢ Agua destilada
Equipos

e Microscopio
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Procedimiento

e Se las agito las muestras, para mayor homogenizacion.

e Se tomd 1mL de cada muestra con una pipeta.

¢ Se colocd en un tubo de ensayo limpio y seco.

e El tubo se agitd y se succiond la muestra con una pipeta Pasteur

e Se llend la camara con el cubreobjetos ya puesto, se coloco la punta de la
pipeta Pauster con la muestra en un angulo de 90 grados.

e Se observo en el microscopio empezando en el lente de menor aumento 4x,
hasta llegar al lente de 40x, para proceder con el conteo.

o El registro se hace contando las células que quedan dentro de cada una de las
cuadriculas marcadas como A, B, C Y D. (Ver figura 12)

e No se considerd las células que estan asentadas justo en medio de cualquier
linea de los cuadros, sean de las internas o de los laterales, ya que estas generan
un error de conteo.

e Se aplico la formula descrita en el marco tedrico por los autores Guillard,
Arredondo y Voltolina:

DC= N/4 x 10* x (F.d.)
DC=882/4 X 10.000 X (4)
DC=220.5 X 10.000 X (4)

DC= 8’820.000 Cel/mL

Detalle rejilla de la cdmara Neubauer

m I
I
I

)
=4

\|g

Figura 10. Se muestra los 4 cuadrantes A, B, Cy D donde se realiza los conteos en
el recuento celular con la camara Neubauer, para determinar la densidad
celular.

Fuente: (Celeromics, 2010)
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2.3.1.4. Curva de crecimiento del consorcio de Chlorellay Scenedesmus

Con los datos del conteo celular (cel/mL), en tiempos sucesivos (3 y 4 dias). Se
realizd una grafica de la curva de crecimiento, en el eje de las “Y” los valores del

logaritmo de concentracion celular y en ¢l eje de las “X” el tiempo.

2.3.1.5. Parametros de cultivo del consorcio Chlorella y Scenedesmus

Los parametros se controlaron cada 3 dias durante todo el ensayo.

e Para el pH se utilizo tirillas de pH marca MERK.

e La temperatura se midié mediante un termometro con entrada para sensor de
temperatura externo marca S- DHT.

e La intensidad de la luz se determind mediante el uso de un luxémetro marca
FISHER SCIENTIFIC

2.3.1.6. Produccién de biomasa microalgal mediante fases de escalamientos

Partiendo del conteo celular realizado anteriormente, se determin6é el nimero de
células por mililitro presentes en cada muestra, por lo que los escalamientos se

iniciaron con un inéculo de 1.0x10° cel/mL.

Se acondiciond un estante con luz artificial 2000 lux, mediante lamparas
fluorescentes, un sistema de aireacion, que consto de un compresor de aire de 35W
de poder en el cual se conectd6 mangueras de diametro 1/4", la difusion de aire
produjo pequefias burbujas para proporcionar oxigeno y agitacion a las microalgas
evitando su sedimentacion. Donde se colocaron las botellas en las que se realizaron

todos los escalamientos. Para mejor entendimiento (ver figura 11)

Escalamiento de los cultivos
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| Tnéculo 1.0x 105cel/mL

e
FASE 1 LR . 400 m L Cultivo X botella
Fa ¥ I, f~.‘ fn\ _,~:'f~, -
- 800 mL Cultivo X botella
Dosis ImL/L i o - .
(200mL x semana) PoNP o NP S rx;»‘
g . i b 1.5 L Cultivo X botella

. ' ' ' ' | 4L Cultivo X botella
FASE 2

n
Dosis 3mL/L
(500mL x semana)—
15 L Cultivo X botella

Figura 11. Fase 1 escalamientos dosis 1mL/L a partir de un inoculo de 1.0x106 hasta un volumen de
1.5L. Fase 2 Escalamiento dosis 3mL/L a partir de un volumen de 1.5L a 15L, para la produccién de
biomasa microalgal.

Elaborado por: (Acurio y Arciniegas 2015)

Al concluir la produccion de biomasa del consorcio de Chlorella y Scenedesmus,
todas las muestras se dejaron sedimentar y se decantaron para recolectarlas en un

solo bidon de 20L, del cual se tomé el indculo para la Fase de tratabilidad.
2.3.2. Etapa II: tratabilidad

2.3.2.1 Disefio e implementacion del sistema de tratamientos

El disefio constd de 5 tratamientos con tres repeticiones cada uno, distribuido de la

siguiente manera:
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Disefio de tratamientos

TRATAMIENTO 0 TRATAMIENTO 1
(Agua+ Microalgas) (Agua+ nitratos + microalgas )
A A A A A A
TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 3
(Agua + nitratos) (Agua + nitritos+ microalgas)
A A A A A A
TRATAMIENTO 4
(Agua + nitritos)
A A A
I

Figura 12. Distribucidn de los diferentes tratamientos con sus repeticiones y la dosificacion respectiva de
20mg/L nitritos , 40mg/L nitratos y 8mg /L de fosfatos
Elaborado por: (Acurio y Arciniegas 2015).

2.3.2.2 Esquema de tratamientos

Para los tratamientos, se utiliz6 15 botellones de 6L de capacidad, en los cuales se
distribuy6 4L del agua recolectada anteriormente (como se observa en el punto
2.2.2), y tapones de gasa y algodon estériles. En la tabla 9 se muestran las
dosificaciones de nitritos, nitratos, fosfatos y el consorcio de Chlorella y

Scenedesmus que se adicionaros a cada tratamiento.
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Tabla 9. Descripcion de la dosificacion en cada tratamiento

Tratamientos

Descripcion

N° Repeticiones

TO

Agua rio San Pedro: (4L)

Microalgas clorofitas: 3 X 10° Cel/ mL.

T1

Agua rio San Pedro: (4L)
Microalgas clorofitas: 3 X 10° Cel/ mL
Nitrato de potasio: 40 mg/L

Fosfato de Potasio: 8 mg

T2

Agua rio San Pedro: (4L)
Fosfato de Potasio: 8 mg de

Nitratos de potasio: 40 mg/L

T3

Agua rio San Pedro: (4L)
Microalgas clorofitas: 3 X 10° Cel/ mL
Fosfato de Potasio: 8 mg

Nitrito de potasio: 20mg/L

T4

Agua rio San Pedro: (4L)
Nitrito de potasio: 20mg/L

Fosfato de Potasio: 8 mg

Elaborado por: (Acurio y Arciniegas, 2015)

2.3.2.3 Caracterizacion cualitativa y cuantitativa de las muestras de agua del rio

San Pedro

Para la caracterizacion de las muestras recolectada anteriormente (como se observa
en el punto 2.2.2), se tom0 1L de agua, y se envié al laboratorio Labiotec donde se

realizaron los analisis de los siguientes pardmetros: DBO, DQO, nitritos, nitratos y

fosfatos, siguiendo las técnicas estandarizadas para esos parametros.

Tabla 10. Parametros analizados en el laboratorio Labiotec y su metodologia

Pardmetro Método Laboratorio
Demanda Bioquimica de APHA  5220B PTA 1200 Labiotec
oxigeno
Demanda Quimica de oxigeno APHA 5210B PEE.03 Labiotec
Fosfatos APHA 4500-PO4 PEE.23 Labiotec
Nitritos APHA 4500-NO2-B PEE.219 Labiotec
Nitratos APHA 4500-NO3-E PEE.19 Labiotec

Elaborado por: (Acurio y Arciniegas, 2015)
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Dentro de la etapa Il de tratabilidad cada 6 dias durante 18 dias se realiz6 una toma
de muestra compuesta, es decir, se tomo6 330mL de las tres repeticiones del efluente
del rio con el consorcio de Chlorella y Scenedesmus para formar una sola muestra

compuesta de 1L Las muestras fueron centrifugadas a 4000 rpm por 15 minutos en

los laboratorios CIBAVI en la centrifuga para tubos falcon de 50 mL. Ver anexo 11.

Posteriormente las muestras fueron enviadas al laboratorio Labiotec, para realizar

los respectivos analisis.
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CAPITULO 3

RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion se muestra el croquis de los puntos de muestreo, la presencia de
microalgas, y la recoleccion de muestras de agua en el rio San Pedro. La
identificacion de microalgas su cultivo y su posterior uso en la remocion de nitritos y
nitratos en las muestras de agua del rio San Pedro.

3.1 Croquis de los puntos de muestreo en el rio San Pedro

Vista del Rio San Pedro Google Earth

1970

Figura 13. Croquis de los puntos muestreados con el GPS en el mapa visto desde el satélite. El
Pto 1y 2 se recolectaron en la Parroquia de San Pedro, mientras que el Pto 3y 4 se recolectaron
en la parroquia de Fajardo.

Elaborado por: (Acurio y Arciniegas, 2015)

3.1.1. Puntos de muestreo

Tabla 11. Coordenadas geograficas convertidas a partir de UTM

Punto Longitud Latitud
Punto 1 78°27°30.02”0 0°19°22.80”S
Punto 2 78°27°38.58”0 0°20°6.42”S
Punto 3 78°27°46.16”0 0°20°34.27”S
Punto 4 78°28°19.64”0 0°21°18.37”S

Nota: (Acurio y Arciniegas 2015)
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3.2 Evidencia de microalgas en el rio San Pedro

En los diferentes puntos de muestreo del rio San Pedro se evidencio una fina capa de
color verde claro adherida tanto en las piedras como en las orillas, de esta manera se
pudo evidenciar la presencia de microalgas presentes en el rio San Pedro. (Ver figura
14y 15).

Microalgas en el Rio Microalgas en el agua

Lo 3 . s

Figura 14. Microalgas adheridas a las rocas del Figura 15. Microalgas_desprendifjas
rio San Pedro con un cepillo en el rio San

Fotografia tomada por: (Acurio y Arciniegas, § Pedro _
Fotografia tomada por: (Acurio y
2015)

Arciniegas, 2015)

3.2.1. Identificacién macroscdpica del consorcio de Chlorellay Scenedesmus en

muestras de agua del rio San Pedro

La tabla 12 muestra las caracteristicas macroscopicas observadas en las muestras
tomadas del rio San Pedro.
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Tabla 12: Caracteristicas macroscopicas del consorcio de Chlorella y Scenedesmus en muestras de
agua del rio San Pedro

Caracteristicas Fotografia macroscdpica del consorcio de Chlorella 'y
Scenedesmus en muestras de agua del rio San Pedro

Apariencia: Ligeramente
turbia

Color: Verde

Textura: Pastosa hiimeda

. Figura 16. Imagen que muestra las caracteristicas
Olor: Caracteristico macroscépicas de microalgas en muestras de agua del
rio San Pedro para su identificacion.

Fotografia tomada por: (Acurio y Arciniegas, 2015)

En el fondo de las botellas se observo un sedimento con una textura pastosa himeda
de color verde, el agua era turbia, por lo que se evidencio la presencia de estas
microalgas, esta descripcion es corroborada por Dakin (1997), quien describe que la
asociacion y agrupacion de las células forman un conglomerado de color verde, con
una textura suave y ligeramente pastosa (pag. 56), lo que permite la evidencia
macroscopica de las mismas, sin embargo el autor recomienda que para una

identificacion de géneros es necesario el uso de un microscopio optico

3.2.2. ldentificacion microscépica del consorcio de Chlorella y Scenedesmus en

muestras de agua del rio San Pedro

La tabla 13 muestra la comparacion morfoldgica de la microalga obtenida en el
laboratorio y la microalga descrita por Barsanti y Gualtier (2006), para establecer la

identificacion de Chlorella.
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Tabla 13: Comparacion e identificacion morfolégica microscopica de Chlorella conel lente 40X

Fotografia en laboratorio Fotografia Referencia bibliografica
I ~ ]
<eo :
, . 4 a
a0 r(
) Aer’® . .

; O ) 2 f),‘ :"r‘ ~
:) : P e 1
Ellggra 1d7. FOt_O QICI’O.SCO[?AI\C&.d? Chlozrgilg lente 40X Figura 18. Foto bibliografica de Chlorella

aborado por: (Acurio y Arciniegas ) Fuente: (Sandoval, 2003, pag. 7)

Descripcién Microscépica Descripcion Autor
Color: Verde Amarillento Células pequefias, verde amarillentas, aisladas, o
Forma: Redonda formando colonias flojas, con forma irregular, 3-8 um
Tamafio: 3-6 um de didmetro
Membrana: Fina

Organizacion:  Aisladas o formando colonias

Elaborado por: (Acurio y Arciniegas 2015)

En estas fotografias se aprecian células en forma esférica y elipsoidal, aisladas y
formando colonias, con la presencia de una membrana definida, su tamafio
aproximado fue de 5 pum, presentd una coloracion verde amarillento, el mismo que se
presume se debe a los pigmentos producidos por este género para realizar
fotosintesis, Becerra y Monzoy (1992), afirman que “Chlorella crece en forma
aislada o poco agrupadas, su coloracién es verde claro por la presencia de pigmentos
fotosintéticos como clorofila a, b y carotenoides, su tamafio varia entre 3-8 umy

presenta una fina membrana”(pag. 18)

Las caracteristicas descritas, tanto grafica como bibliograficamente, por Sandoval y
en comparacion con las células obtenidas en el presente estudio describen a esta
microalga como Chlorella, ya que, todas sus caracteristicas morfoldgicas son
similares, tanto su color, la forma y tamafio por lo que se afirma que las células

aisladas en el presente estudio pertenecen a la especie de la Chlorella.

En la tabla 14 se muestra la comparacion morfoldgica de la microalga obtenida en el
laboratorio y la microalga descrita por Pellon (2003), para establecer la

identificacién de Scenedesmus
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Tabla 14. Comparacion e identificacion morfologica microscopica de Scenedesmus con el lente 40X

Fotografia en laboratorio Fotografia Referencia Bibliogréafica

-

b W
Figura 19. Foto microscopica de Scenedesmus con el

lente 40X

Fotografia tomada por: (Acurio y Arciniegas 2015) Fuente: (Sandoval, 2003, pag. 7)

Figura 20: Foto bibliografica de Scenedesmus

Descripcién Microscépica Descripcion Bibliogréafica

Color: Verde Sus tamafio varia entre 8 y 25 um. Forma cenobios,
Forma: Ovoide, alargada ordenadas linealmente, elipsoidales a cilindricos con
Tamario: 12 um polos mas o0 menos redondeados, su pared celular
Membrana: Fina posee verrugas gque se unen formando cortas costillas
Organizacion:  Cenobios con la forma de una C mayuscula

Elaborado por: (Acurio y Arciniegas, 2015)

En estas fotografias se aprecian células ovoides y elipsoidales, unicelulares,
formando cenobios, de 12 um de largo, su pared celular era lisa y con forma de C, su
color fue verde claro. Becerra y Monzoy (1992), quienes describen que todas las
algas de este género son unicelulares pero se diferencian enormemente en tamario y
forma. Sus dimensiones varian entre 8 y 25 um de largo y 5-15 um de ancho. Forma
cenobios, ordenadas linealmente, elipsoidales a cilindricos con polos mas o menos
redondeados, su pared celular posee verrugas que se unen formando cortas costillas

con la forma de una C mayuscula, y pared celular es lisa (pag. 18).

Las caracteristicas descritas tanto gréfica como bibliograficamente por el autor y en
comparacion con las células obtenidas en el presente estudio describen a esta
microalga como Scenedesmus, ya que, todas sus caracteristicas morfologicas son
similares, tanto su color, la forma y tamafio por lo que se afirma que las células

aisladas en el presente estudio pertenecen a la especie de la Scenedesmus.

Después de comparar las caracteristicas e identificar estos dos géneros de microalgas
clorofitas, se establecio un consorcio Chlorella y Scenedesmus para la produccion de

biomasa.
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3.2.3 Produccién de biomasa y cinética de crecimiento en los consorcios de
Chlorella y Scenedesmus en cada muestra.

En la tabla 15, figura 21, se observan los valores promedio de densidad celular
alcanzados durante 61 dias de produccion de biomasa, donde se puede apreciar que
el crecimiento de los consorcios es similar entres las muestras, asi se obtuvo un
volumen de 30°000.000 de cel/mL para la M2, 31°340.000 cel/mL para M3, y
33°070.000 cel/mL para la M4.

Tabla 15. Densidades celulares (cel/mL) alcanzadas en los consorcios de las muestras 1, 2, 3y 4

durante los 61 dias de cultivo.

Consorcio M1 | Consorcio M2 | Consorcio M3 | Consorcio M4

Dias 1x10°cel /M1 | 1x10°cel /mL | 1x10°cel /mL | 1x10°cel /mL
6,77 7,97 6,97 6,43
7,68 9,65 9,94 6,65
12 8,37 10,34 9,94 9,61
15 8,48 10,80 9,89 11,47
19 7,59 13,20 12,69 13,26
22 6,25 13,88 13,26 14,35
26 4,39 15,30 14,02 16,09
29 1,32 12,37 19,01 18,02
33 0 18,28 20,95 20,24
36 0 24,77 25,62 24,98
40 0 25,69 30,58 30,13
43 0 29,40 34,39 34,80
47 0 30,96 33,62 32,82
50 0 33,61 30,18 30,99
54 0 30,86 29,87 31,32
57 0 29,01 30,39 32,19
61 0 30,00 31,34 33,07

Elaborado por: (Acurio y Arciniegas 2015)
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Curva de crecimiento de la densidad celular
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Figura 21. Curva de crecimiento de la densidad celular (cel/mL) de los consorcios durante los 61 dias de
produccion de biomasa y sus diferentes fases de crecimiento.
Elaborado por: (Acurio y Arciniegas, 2015)

En los consorcio de la muestra M4 se obtuvo un valor méximo de densidad celular de
34°800.000 cel/mL siendo este el mejor cultivo, en la muestra M3 de 34°385.000
cel/mL, y en la muestra M2 un valor de 33°610.000 cel/mL, estos valores se
alcanzaron al dia 40, por lo que se supone los cultivos se encontraban en fase
exponencial, esto pudo deberse a una rapida multiplicacion, ya que se reproducen
cada 24h, y al ser un cultivo continuo al que se le adiciond Nitrofoska como fuente
de nutrientes proporcion6 el alimento necesario para su crecimiento. Se han
reportado casos de produccion de Chlorella vulgaris a nivel de escalamiento en los
que se ha inoculado a una densidad de 1x10° cel/mL, y el maximo crecimiento se ha
alcanzado a los 38 dias con una produccion de 1.09x10’ cel/mL, equivalente a 4.5
g/L de biomasa, Cervera (2011), valores similares a los alcanzados en esta
investigacion. Martinez (2005), en su trabajo de cultivo de microalgas en distintos
medios de cultivo, (Bold Basal, medios enriquecidos con macro y micronutrientes,
Guillard, entre otros), esto indica que microalgas como Scenedesmus y Chlorella
poseen un buen crecimiento en cualquier tipo de medio (pag. 32).
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3.2.4 Porcentaje de crecimiento de Chlorella y Scenedesmus en las muestras de

agua del rio San Pedro

Porcentaje de crecimiento de Chlorella y Scenedesmus

Porcentajes de crecimiento

78%

- 9%

Chlorella Scendesmus

Figura 22. Porcentajes de crecimiento de Chlorella con un valor superior del
78% y de Scenedesmus un 9%.
Elaborado por: (Acurio y Arciniegas 2015)

En la figura 22 se puede observar el porcentaje promedio de crecimiento entre
Chlorella y Scenedesmus en todas las muestras, donde el 78% equivale a Chlorella 'y
solo el 9% equivale a Scenedesmus, esto puede deberse a que Chlorella es una
microalga con mayor resistencia y adaptabilidad a distintas condiciones en
comparacion a Scenedesmus. Segun Matuk (2007), una de las razones para el
predominio de la microalga Chlorella es su capacidad de adaptabilidad y resistencia
a diferentes medios de cultivo en los que se desarrolla, pudiendo tolerar hasta un pH

3, y una temperatura de 36°C considerandola como un bioindicador de resistencia
(péag. 54).

Segun Ontaneda (2013), el bajo crecimiento de Scenedesmus puede deberse a que el
género Chlorella produce compuestos alelopaticos llamados chlorelinas, que son
antibioticos e inhiben el crecimiento de otras algas (pag. 92).

3.2.4 Parametros fisico-quimicos evaluados en el cultivo de microalgas

La tabla 16 muestra los parametros fisico- quimicos evaluados durante los 61 dias de
produccién de biomasa del consorcio de Chlorella y Scenedesmus.
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Tabla 16. Valores promedio obtenidos en el control de los parametros fisico quimicos del consorcio
Chlorella y Scenedesmus, y valores 6ptimos de crecimiento de un cultivo microalgal.

Pardmetros evaluados Valores promedio Valores 6ptimos para el
obtenidos cultivo (Abalde, 2012)

Temperatura 20-25°C 16-27 °C

[luminacion 2000 lux 2000-4000 lux

pH 8 7-9

Aireacion Constante Constante

Elaborado por: (Acurio y Arciniegas 2015)

La temperatura se mantuvo al ambiente del laboratorio, en un rango de 20-25 °C,
segun Abalde (2012), el rango 6ptimo de temperatura para el crecimiento de
microalgas es de 16-27°C (pag. 26), lo que demuestra que el ensayo se mantuvo
dentro de los valores establecidos, la iluminacién fue de 2000 lux, ya que con valores
inferiores a este el crecimiento es retardado y a valores superiores produce un nivel
de saturacion en las células disminuyendo la tasa fotosintética Abalde (2012), lo que
supone permitié que las microalgas tengan un mejor aprovechamiento de la luz para

realizar fotosintesis (pag. 26).

Segun Albear, Castillo y Henao (2011), las microalgas son altamente dependientes
del pH del medio de cultivo, y el valor éptimo se encuentre entre 7 y 9, el pH
obtenido del ensayo fue de 8, lo que supone fue 6ptimo para su crecimiento, ya que a
un pH inferior a 3 puede ser letal, mientras que a un incremento de pH son mas

tolerantes (pag. 27).

La agitacion del medio de cultivo asegur6 la distribucién homogénea de las células y
nutrientes evitando la sedimentacién en el fondo del recipiente, mejorando la
distribucion de la luz, y el intercambio gaseoso entre el medio de cultivo y el aire
(Becker, 1995).

Al comparar los resultados obtenidos durante los 61 dias de cultivo, con los valores
optimos de crecimiento de las microalgas en consorcio, se observa que ninguno de
estos parametros, fisico - quimicos estuvo fuera del rango, por lo cual el crecimiento
fue positivo y se obtuvo la biomasa necesaria para la implementacion del ensayo,

dando confiabilidad a la investigacion Abalde (2012).
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3.3 Caracterizacion cualitativa y cuantitativa de la calidad fisico-quimica de las
muestras de agua contaminada del rio San Pedro.

La tabla 17 indica los resultados de la caracterizacion cualitativa y cuantitativa de la
calidad de agua del rio San Pedro. La apariencia del agua fue clara y transparente en

la superficie lo que supone un nivel bajo de contaminacion.

Tabla 17. Caracterizacion cualitativa y cuantitativa de las muestras de agua del rio San Pedro

Pardmetros Resultados Limite maximo Referencia con la
permisible segln la norma
ordenanza 404 Quito-
Ambiente

Apariencia Aguas clarasy Incoloro

transparentes CUMPLE
Olor Agua residual Inodoro NO CUMPLE
pH 8 6,5-8,5 CUMPLE
DBO 15 mg/L 100mg/L CUMLPE
DQO 59 mg/L 200mg/L CUMPLE
Fosforo 1,80 mg/L 10mg/L CUMPLE
NO; 20,20 mg/L 10mg/L NO CUMPLE
NO, 0,59 mg/L 10mg/L CUMPLE

Elaborado por: (Acurio y Arciniegas, 2015)

El olor fue a desechos residuales caracteristico de este tipo de aguas, lo que supone
existe presencia de una contaminacion que afecta la calidad de agua.

En cuanto a los resultados de las caracteristicas cuantitativas, el valor de pH fue de
8, de tal manera cumple con los limites permisibles establecidos segin la normativa
Quito- Ambiente, ordenanza 404 donde el limite es de 6,5 a 8,5. Los autores Sawyer,
McCarty y Parkin (1994), establecen que, “el agua residual es alcalina, propiedad
que adquieren como resultado del tratamiento de aguas, el agua subterranea, y los
materiales afiadidos en los usos domesticos” (pag. 56). Este valor indica que el rio

tiene una gran capacidad de neutralizar los acidos existentes por las descargas.

En cuanto al DBO el valor obtenido fue de 15 mg/L y el del DQO fue de 59 mg/L
por lo que al comparar con en la normativa Quito - Ambiente, ordenanza 404,
cumplen con los niveles establecidos. Esto puede deberse al gran poder de

autodepuracion de las aguas superficiales del rio, es decir su capacidad de
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biodegradacion, caudal, la presencia de oxigeno y de microorganismos en el agua,
esto es corroborado por (Orellana, 2005, p4g.22).

El valor obtenido de DBO fue de 15mg/L, comparado con los limites permisibles es
bajo y aceptable, lo que supone una buena autodepuracion del rio, sin embargo el
valor de DQO indica que existe un indicio de contaminacion, esto puede deberse a
las descargas de aguas residuales crudas municipales y no municipales que son
vertidas en este rio. Segun Rosales y Garcia (2008), las descargas existentes
producen substancias inorganicas que se oxidan produciendo una mayor demanda
quimica de oxigeno, por lo tanto seria recomendable manejar y controlar los vertidos
y descargas sélidas y liquidas que no han recibido un previo tratamiento, mejorando
los niveles de estos pardmetros, para de esta manera mantener un bajo contenido de

materia organica biodegradable y una mejor calidad de agua (pag. 3).

Los valores obtenidos en el caso de los nitratos fue de 20,20 mg/L, por lo tanto no
cumple con los niveles establecidos por la normativa Quito- Ambiente, ordenanza
404, esto puede deberse a que existe la presencia de contaminacion producida por las
descargas liquidas, tanto domésticas como industriales que son desalojadas
directamente al rio, lo que genera un aumento en la concentracion de este compuesto.
Segun Universidad Central- FIGEMPA, (2012), los nitratos son indicadores de aguas
residuales, debido a su muy alta movilidad, por lo que se encuentran en aguas
superficiales (pag. 59). Otra causa de que este compuesto se encuentre en mayores
cantidades en los rios es que los nitritos se transforman rapidamente para dar nitratos
por lo que este compuesto predomina tanto en aguas superficiales como subterraneas,

asi como en el ambiente (Castillo, 2004, pag. 15)

En el caso de los nitritos el valor obtenido fue de 0,59mg/L, por lo tanto cumplen
con la norma establecida Quito- Ambiente, ordenanza 404, esto puede deberse a que
se evaporan con facilidad y se absorbe facilmente en el sedimentos, es decir se
sedimenta muy rapido por lo que son menos detectables. El nitrito en comparacion
con el nitrato, es menos soluble en agua y menos estable, por lo que es muy reactivo
y solo se encuentra en cantidades apreciables en condiciones de baja oxigenacion
Garcia (1994, pag. 37).

Segun Erikson (1985), valores entre 0,1 y 0,9 mg/L pueden presentar problemas de

toxicidad, y valores superiores a 1mg/L son totalmente toxicos (pag. 66).
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Segun Albert (1990), indica que la concentracion de nitritos en aguas superficiales es
muy baja pero puede aparecer ocasionalmente en concentraciones elevadas debido a

descargas tanto industriales como domésticas.

3.4 Crecimiento del consorcio microalgal Chlorella- Scenedesmus en los

tratamientos inoculados y no inoculados con estas microalgas

En la tabla 18, figura 23. Se puede apreciar la densidad celular de las microalgas en
cada uno de los tratamientos desde el dia 6 hasta el dia 18.

Tabla 18. Densidad celular del consorcio microalgal Chlorella - Scenedesmus aplicados en los
tratamientos

Densidad celular (1x10°cel/mL)
Dias Consorcio TO | Consorcio T1 | Consorcio T2 | Consorcio T3 | Consorcio T4
3,00 3,00 0,00 3,00 0,00
0
3,34 3,61 0,92 3,83 1,07
6
3,15 3,42 0,92 3,38 0,95
12
0,92 2,12 0,70 1,20 0,76
18

Elaborado por: (Acurio, Arciniegas, 2015)

Crecimiento del consorcio en los tratamientos

Densidad celular vs tiempo
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Figura 23: Densidad celular (cel/mL) de los consorcios en los tratamientos durante la fase de
tratabilidad

Fuente: (Acurio y Arciniegas, 2015)

El crecimiento en los tratamientos TO sin adicién de nutrientes , T1 con adicion de
nitratos y T3 con adicion de nitritos fue similar, estos 3 tratamiento fueron

inoculados con 3,0x10° cel/ml del consorcio microalgal Chlorella Scenedesmus, al

67



dia 6 se produjo el méximo crecimiento en los tres tratamientos aunque se evidencia
relativamente una mayor densidad celular en el T3 con 3,8 x10°el/mL esto pudo
deberse a que la microalgas asimilan mejor el nitrito que el nitrato, ya que los nitritos
se reducen directamente amonio para ser incorporado directamente a las células, en
cambio los nitratos requieren un mayor gasto de energia ya que primero deben
reducirse a nitritos para posteriormente reducirse a amonio, esta informacion es

corroborada por (Gonzélez, 2010, pag. 13).

Al dia 12 se puede apreciar que el crecimiento se mantiene constante es decir, estos 3
tratamientos se encontraron en fase estacionaria hasta este dia, sin embargo al dia 18
se puede apreciar claramente una fase de declive, esto probablemente se debe a que
las microalgas agotaron todas las formas de nitrogeno presentes en el cultivo, segun
Abalde (2012) el crecimiento microalgal se rige por la ley del minimo, es decir el

factor limitante de crecimiento, en este caso pudo haber sido el nitrégeno (pag.12).

Orellana, (2005), asegura que la deficiencia de este nutriente tiene un efecto negativo
en el crecimiento poblacional ya que en su investigacion la deficiencia de nitrogeno
fue el nutriente méas limitante en el crecimiento tanto de Chlorella como

Scenedesmus (pag. 3).

En cuanto a los tratamientos control T2 para nitratos y T4 para nitritos, a pesar de
que no fueron inoculados con microalgas presentaron un crecimiento de microalgas
con una densidad celular maxima alcanzada al dia 6 de 0,92 para el T2 y de 1,07
para el T4, esto se puede deber a la flora microalgal propia existente en el rio,
Orellana (2005), asegura que “las microalgas son abundantes en agua dulce, en lagos
y en rios” (pag. 4). EIl inmediato crecimiento probablemente se debe a que a estos
tratamientos se les acondiciono de luz, aireacién y hubo un adecuado control el pH
esto es corroborado por Abalde (2012), quien afirma que “tanto Chlorella como
Scenedesmus se multiplican rapidamente en cuanto son proporcionados de luz,
aireacion y se efectué un correcto controle el pH”, también menciona que “la
reproduccion de Chlorella y de Scenedesmus es entre 8 a 24 horas, por lo cual se

evidencid la presencia de microalgas en muy poco tiempo”
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3.5 Determinacion de la remocion de nitritos y nitratos en el agua del rio
enriquecida con estos nutrientes por el consorcio de Chlorella y Scenedesmus

Después de la caracterizacion de las muestras de agua del rio San Pedro se adiciond
40mg/L de nitratos, 20mg/L de nitritos y 8mg/L de fosfatos respectivamente a los
tratamientos como se describi¢ anteriormente en la metodologia (Ver tabla 9), para
de esta manera poder evidenciar la capacidad de remocién de este consorcio de

microalgas. Los valores iniciales se encuentran en el anexo 14.

En la tabla 19, grafico 24, se describen los diferentes porcentajes de remocién de

nitratos en cada tratamiento durante los 18 dias.

Tabla 19. Porcentajes de remocion de nitratos por el consorcio de Chlorella y Scenedesmus

Porcentaje de Remocion de nitratos
T1(Agua + T3(Agua +
Dias T(.) (Agua + microalgas + T2_(Agua * nitritos + T4(Agua *
Microalgas) . nitratos) . Nitrito)
nitratos) microalgas)
6 90% 97% 93% 90% 80%
12 95% 98% 97% 95% 90%
18 100% 98% 98% 95% 95%
Elaborado por: (Acurio y Arciniegas, 2015)
Porcentaje total de remocion de nitratos
Porcentaje de remocidn Nitratos
8
€ 50 T1
e T2
R 0
0 6 12 18 24 3
Tiempo (Dias) T4
Figura 24. Esta figura muestra el porcentaje de remocion de NO3 en cada tratamiento. TO=
(Agua + microalgas), T1= (Agua + microalgas + nitratos), T2= (Agua + nitratos), T3= (Agua +
nitritos + microalgas), T4= (Agua + Nitrito).
Elaborado por: (Acurio y Arciniegas, 2015)
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Se observo que a partir del dia 6 hubo una elevada eficiencia de remocién en todos
los tratamientos, con un 97% en T1 que fue el tratamiento al que se le adiciond
nitratos y microalgas, un 93% en el T2 que fue el tratamiento control para nitratos,
un 90% para T3 que fue el tratamiento al que se le adicion6 microalgas y nitritos y el
mismo porcentaje para el tratamiento TO al que sélo se le adicioné microalgas y un
80% en T4 que fue el tratamiento control para nitritos.

Al dia 12 se observa un ligero aumento de remocion, hasta que al dia 18 los
porcentajes de remocion alcanzados fueron de un 100% en el tratamiento TO, un 98%
en los tratamientos T1y T2y un 95% en los tratamientos T3 y T4, lo que indica una
eficacia de remocion de estos nutrientes incluso en los tratamientos que no fueron
inoculados con microalgas, esto puede deberse a la existencia de flora bacteriana
aerobia y microalgas propias del rio que empezaron a desarrollarse gracias a las
condiciones ambientales 6ptimas que se les proporciond generando que en todos los
tratamientos exista un nivel alto de remocion. Los autores Zhu, Li, Ketola, (2011,
pag.98) afirman que los microorganismos en asociacion dentro de un cultivo de
microalgas contribuyen a la remocién de nutrientes a través del proceso de
nitrificacion y desnitrificacion, es decir, catalizan el proceso de remocion de los
nitratos presentes en el medio, permitiendo el crecimiento microalgal. Por lo tanto el
uso de microalgas como alternativa para biorremediacion es una opcion viable
debido a que de manera natural, estan adaptadas a altas concentraciones de nutrientes
removiendo del 80% al 98% de NO, y NO3 y a otras substancias presente en las
mismas, resultando ser interesantes para otros usos biotecnoldgicos como: farmacos,

biorremediacion, biodiesel, biomasa (Reyes, Palacios, Rodriguez, Hernandez, 2008,
pag. 18).

Segun la tabla 20, figura 25, se describen los diferentes porcentajes de remocion de

nitritos en cada tratamiento durante los 18 dias.

Tabla 20. Porcentajes de remocion de nitritos por el consorcio de Chlorella y Scenedesmus

de Remocién de Nitritos
T1(Agua + T3 (Agua +
TO (Agua + | microalgas | T2(Agua nitritos + T4 (Agua +
Dias Microalgas) | + nitratos) | + nitratos) | microalgas) Nitrito)
6 74% 73% 46% 99% 99%
12 85% 88% 83% 99% 99%
18 92% 94% 90% 100% 100%

Elaborado por: (Acurio y Arciniegas, 2015)
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Figura 25. Esta figura muestra el porcentaje de remocion de NO2 en cada tratamiento.
Elaborado por: (Acurio y Arciniegas, 2015).

Se observo que al dia 6 hubo una elevada eficiencia de remocién del 99% en los
tratamientos T3 y T4, que fueron enriquecidos con nitritos, en TO y T1 el porcentaje
de remocion fue del 74% y 73% respectivamente y el tratamiento T2 presentd un

porcentaje de remocion del 46%.

Al dia 12 se observa un ligero aumento de remocion, hasta que al dia 18 los
porcentajes de remocion alcanzados fueron de un 100% para T3 y T4, un 94% para
T1, un 92% en TO y un 90% en T2, al comparar los porcentajes finales se puede
evidenciar la eficiencia de remocion de estos nutrientes incluso en los tratamientos
que no fueron inoculados con microalgas, esto puede deberse a la existencia de flora
bacteriana aerobia y microalgas propias del rio que empezaron a desarrollarse gracias
a las condiciones ambientales Optimas que se les proporcioné generando que en
todos los tratamientos exista un nivel alto de remocién, esto posiblemente se debe a
que las microalgas prefieren remover en primer lugar los nitritos, ya que supone
menor gasto energético para ser reducido a amonio y entra directamente a las células
para formar parte de las moléculas organicas, incorporandose en aminoacidos
(Abalde, 2012, pag. 54).

3.5.1 Evaluacion de otros parametros (DBO y DQO)

En la tabla 21 y figura 26, se observa el porcentaje de remocion de DBO en todos
los tratamientos, durante los 18 dias.
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Tabla 21. Porcentajes de remocion de DBO por el consorcio de Chlorella y Scenedesmus

Porcentaje de Remocién de DBO
T1(Agua T3 (Agua +
TO (Agua + |+microalgas | T2(Agua + | nitritos + | T4 (Agua
Dias Microalgas) | + nitratos) nitratos) | microalgas) | + Nitrito)
6 -13% 7% 13% 20% 0%
12 33% 35% 24% 40% 35%
18 9% 39% 12% 42% 20%

Elaborado por : (Acurio y Arciniegas, 2015)

Porcentaje total de remocion de DBO

Porcentaje de remocion de DBO

60
£ 40 R —T0
'g Tl
§ % —
X 0 —T3

(P 12 18 24
-20 T4
Tiempo (Dias)

Figura 26. Esta figura muestra el porcentaje de remocién de DBO en cada
tratamiento. TO= (Agua + microalgas), T1= (Agua + microalgas + nitratos), T2= (Agua
+ nitratos), T3= (Agua + nitritos + microalgas), T4= (Agua + Nitrito).

Elaborado por: (Acurio y Arciniegas, 2015)

El tratamiento T3 present6 un 42 % de remocidn, seguido del tratamiento T1 donde
se observa una remocion del 39%, estos dos tratamientos alcanzaron un mayor
porcentaje de remocién, en cuanto a los tratamientos T2 y T4 que no fueron
inoculados con microalgas tuvieron un porcentaje de remocion del 12% y 20 %
respectivamente, sin embrago el tratamiento TO que también fue inoculado con el
consorcio microalgas Chlorella Scenedesmus tuvo un porcentaje de remocion del 9
%, esto puede deberse a que la capacidad de remocién del DBO por las microalgas
estd tambien ligada a la disponibilidad de nutrientes por lo que en el caso del
tratamiento T3 y T1 que fueron enriquecidos con nitritos y nitratos respectivamente y
a su vez fueron inoculados con microalgas presentaron un mayor porcentaje de
remocion. El aumento de este parametro puede ocurrir como consecuencia de la

oxidacion biologica del amoniaco a nitrito y a continuacién, a nitrato. Por lo tanto
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para la disminucion de DBO es de gran ayuda el uso de este tipo de microalgas ya
que estas aumentan el oxigeno disuelto en el agua durante la fotosintesis (Park,
2001, pag. 7).

Se presentaron valores menores a cero, esto pudo deberse a que el dia de toma de la
muestra el cultivo se encontraba sedimentado, tal vez por una falta de aireacion o
deficiencia de las mangueras lo que origin0 un aumento de este parametro,

generando este tipo de valores.

En la tabla 22, figura 27, se observa que el porcentaje de remocién de DQO durante
los 18 dias de tratamiento.

Tabla 22. Porcentajes de remocion de DQO por el consorcio de Chlorella y Scenedesmus

Porcentaje de Remocion de DQO
Dias TO T1 T2 T3 T4
6 33% 44% 31% 53% 48%
12 -5% 12% 12% 18% 12%
18 -2% 10% 22% 24% 31%

Elaborado por: (Acurio y Arciniegas, 2015)

Porcentaje total de remocion de DQO

Porcentaje de remocion de DQO

60
s 40 —T0
'g T1
gE:J 20 —T2
X 0 \/- c— T3

(|) 6 12 18 24
20 T4
Tiempo (Dias)

Figura 27. Esta figura muestra el porcentaje de remocién de DBO en cada tratamiento
TO= (Agua + microalgas), T1= (Agua + microalgas + nitratos), T2= (Agua + nitratos),

T3= (Agua + nitritos + microalgas), T4= (Agua + Nitrito).
Elaborado por: (Acurio y Arciniegas, 2015)
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El mayor porcentaje de remocién de DQO en los tratamientos se produjo en el dia 6,
con un 53% para el tratamiento T3, un 48% para el tratamiento T4, un 44 % para el
tratamiento T1, un 33% para el tratamiento TO y un 31% para el tratamiento T2. Los
porcentajes obtenidos entre los tratamientos tanto inoculados como no inoculados
con microalgas son similares, lo que supone que la cantidad de microalgas no afecta
el nivel de remocion de este pardmetro. Segin Hee y Seung (2005), “el porcentaje de
remocion de DQO no es afectada significativamente por el aumento en la
concentracion de inoculo de microalgas, por lo tanto las microalgas son capaces de

removerlo eficientemente” (pag. 256),

Al dia 18 no se aprecia una disminucion significativa de este parametro, esto puede
deberse a que las microalgas empezaron a sedimentarse, posiblemente por una falta

de aireacion generando acumulacion de materia organica.

3.6 Evaluacion de la remocion de nitritos y nitratos en muestras de agua del rio

San Pedro con nicroalgas clorofitas (Consorcio Chlorella y Scenedesmus)

Al determinar la capacidad de remocion de nitritos y nitratos en muestras de agua
enriquecidas con estos nutrientes se establecié que todos los tratamientos dieron
resultados positivos, demostrando asi que las microalgas intervienen en la remocion
de nutrientes, sin embargo la remocion de Nitritos fue mejor debido a que, segln
Abalde (2012), “las microalgas poseen una mejor absorcion del nitrégeno en forma
de amonio, luego nitritos y por Gltimo los nitratos”, esto se debe a que la

trasformacion a sus formas reducidas implica un gasto de energia (pag. 25).

Al comparar el nivel de remocidn de nitritos y nitratos por tratamientos fisicos, como
filtracion y sedimentacion el porcentaje de remocion fue de ningun efecto, tanto para
nitritos como para nitratos, con el proceso de flotacion remueve del 65-95% de
Nitritos mientras que no causa ningun efecto para nitratos, en tratamientos quimicos
como coagulacién y floculacion remueve del 90-100% de nitritos y no genera ningdn
efecto para nitratos, con el intercambio ionico no presenta ningun efecto para
remover nitritos mientras que con nitratos remueve del 70-90%, para 0Smosis inversa
remueve del 60-90% para ambos compuestos y con tratamientos biolégicos como

lodos activados remueve del 40-70% de nitratos y una ligera remocion de nitratos.
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Por lo tanto al usar tratamientos fisicos, quimicos y bioldgicos se obtiene un
porcentaje de remocion menor al de las microalgas y el costo de los tratamientos es
elevado por lo que el uso de un consorcio de microalgas como Chlorella y
Scenedesmus ayuda a disminuir de manera mas rapida y menos costosa, estos
compuestos.
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CONCLUSIONES

Se puede obtener diferentes microalgas clorofitas en muestras de agua del rio San
Pedro ya que son abundantes en este tipo de efluentes, y al proporcionarle
condiciones adecuadas en cuanto a temperatura, pH, aireacion y luz puede

alcanzar densidades de 34.0x10° cel/mL.

En la caracterizacion del rio San Pedro, los pardmetros fisico-quimico tales como
pH, apariencia, DBO, DQO, P y NO,, cumplen con los limites permisibles
establecidos en la normativa Quito-Ambiente, esto se debe a que el rio posee un
alto poder de autodepuracion, sin embargo en el caso de NO3, incumple el limite

establecido en la norma por lo que no es apto para diferentes usos.

Tanto los tratamientos controles que no tuvieron la adicion de microalgas, como
los tratamientos que fueron inoculados con las mismas no presentaron diferencias
significativas, esto se debe a que también existio crecimiento microalgal que en
asociacion con la flora bacteriana propia del rio potencié su capacidad para
remover contaminantes (nitratos, nitritos, DBO, DQO), convirtiéndolas en una
buena alternativa de bajo costo y alta eficiencia en la ficorremediacion.

La aplicacion del consorcio Chlorella y Scenedesmus tiene una doble funcion,
pues puede ser utilizado tanto en el tratamiento de aguas residuales, como para la
eliminacién de nutrientes, y para la produccion de biomasa algal, que
posteriormente puede tener otros usos biotecnoldgicos, como produccion de

biocombustibles, biofertilizantes, suplemento alimenticio, entre otros.

En la fase de tratabilidad se determinG que el nitrégeno es un factor limitante
para las microalgas, pues al consumir todas las formas asimilables de este
nutriente como nitratos y nitritos, se produjo un retardo en el crecimiento, por lo
que el cultivo empezo a entrar en una fase de declive. El declive pudo deberse
también otro tipo de factores o componentes, que debido a pertinencia con el
tema no fueron tomados en cuenta, pero el nitrogeno es la fuente principal de
alimento y fuente de energia para este tipo de microalgas, por lo tanto es el

principal factor limitante en su desarrollo.

Los porcentajes de remocion, tanto de nitrito como de nitratos obtenidos en este

estudio son del 80 al 100%, por lo que la utilizacion del consorcio Chlorella y
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Scenedesmus para el tratamiento de efluentes contaminados con este tipo de

compuestos son eficientes.
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RECOMENDACIONES

Evidenciar la capacidad de remocion de Chlorella y Scenedesmus sin asociacion
con otros microorganismos, auto clavando el agua del efluente, eliminado asi la

flora microbiana presente.

Efectuar ensayos con aireacion y sin aireacion, para poder evaluar si existen

diferencias significativas entre tratamientos al aplicar microalgas.

Realizar lagunas de estabilizacion para probar la eficiencia de remocién de

nutrientes en mayores volimenes de agua residual.

Caracterizar el agua cada 2 dias para poder determinar de manera mas precisa en

qué dias existe un porcentaje significativo de remocién.

Probar la eficiencia de remocion de otros contaminantes, mediante el uso de

diferentes medios de cultivo, y otras asociaciones de microalgas.

78



LISTA DE REFERENCIAS

Abalde, J., Cid, A., Fidalgo, P., Torres, E., & Herrero, C. (2012). Microalgas cultivo
y aplicaciones. Quito: Conejo.

Abeliovich, A. (1986). Algae in wastewater oxidation ponds. Colorado: SABANA.

al., A. e. (2012). Aislamiento de Microorganismos proteoliticos con potencial de
Bioconversion a partir de efluentes de Curtiembre. (2. d. Produccion, Ed.) Lima,
Per(: UNMSM.

Arredondo, G., Voltolina, D., Gomez, H., & Correa, G. (2005). Nitrogen removal
and recycling by Scenedesmus obliquos in semicontinuous cultures using artificial
wastewater and a simulated light and temperature cycle. Bioresource Technology.

Barsanti, L., & Gualtier, P. (2006). Algae, anatomy biochemistry and biotechnology.
Boca raton Florida : Taylor y Francis Group.

Bastidas, O. (2010). Conteo Celular con el Hematocitometro. México:
SELOROMICS.

Becerra, M., & Monzoy, L. (1992). Monograf'ia del género Chlorella. Iztapalapa.
Birge, A. (2000). Ciclo del nitrogeno. Sparta.

Cabrera, E., Herndndez, L., Gomez, H., & Cafiizares, P. (2003). Determinacion de
nitratos y nitritos en agua. Comparacion de costos entre un método de flujo continuo
y un método estandar. Revista de la Sociedad Quimica de México vol 47, Nim. 1,
88-92.

Castillo, G. (2004). Ensayos toxicoldgicos y métodos de Evaluacién de fia calidad de
aguas . México: edmun pag 25- 30.

Cervera, O. (2011). Tratamiento de purines para la produccién de biomasa
microalgal. 11.

Chapman, D., & Guellenbeck, K. (1998). An Historical perspective of Algal
Biotechnology. Ney York: Longman Scientific Technical Press.

Chapman., & Hall. (1992). Eutrophication of freshwaters: Pronciples, Problems and
Restoration. Londres: Acribia .

Converti, A., Casazza, A., & Perrego, P. (2009). Effect of temperatur and nitrogen
concentration of the growth and lipid content of nannochloropsis oculata Chlorella
oculata .

Dakin, N. (1997). Acuario Marino: Manual de preguntas y respuestas . Espafa: EL
DRAC.

79



Emilio, E. (2003). Tratamiento de aguas. Cientifics , 7.
FAOQ. (2008). Manual practico cultivo de algas . Version electronica .

Fulks, W., & Main, K. (1991). The design y operation of live feeds production
system. Hawaii: OS-Asia Works.

Gonzalez, L. (2010). Influencia de la deficiencia de nitrogeno y fosforo en las
interacciones competitivas entre Chlorella vulgaris y Scenedesmus acutus.
Colombia.

Graham, L., Graham, j., & Wilcox, L. (2009). Alagae Second Edition. San Fransisco:
Pearson.

Hanumantha et al. (2011). Application of phycoremediation technology in the
treatment of wasterwater from a leather- processing chemical manufacturing facility.
Tamil Nadu, India: Department of Plant Biology and Plant Biotechnology, R.K.M.
Vivekananda College, Chennai 600 004.

Hernandez, J. (2004). Evaluacion de un sitema de microalgas y bacterias para la
eliminacién de nutrientes de las aguas residuales domésticas . La Paz.

Ilangovan, K. (1998). Efect of cadmiun and zinc on respiration and photosynthesis in
suspended and inmmobilized cultures of Chlorella Vulgares and Scenedesmus
Acutus. San Diego.

INEN. (1998). Agua, Calidad de agua, muestreo y tecnicas de muestreo. Ecuador.

Kojima, H., & Lee, K. (2001). Photosynthetic microorganisms and envormental
biotechnology. Hong Kong: Springer- Verlag.

Leon, M., Andrea, R., Sanchez, M., & Vaness, L. (20 de Diciembre de 2012).
Repositorio Institucional Universidad Industrial de Santander. Recuperado el 14 de
Enero de 2014, de Repositorio Institucional Universidad Industrial de Santander:
http://www.repositorio.uis.edu.co/jspui/browse?type=author&value=Sanchez+Martin
ez%2C+Vanessa+Lucia

Lurling, M. (2003). Phenotypic plasticity in the green algae Desmodesmus and
Scenedesmus with special reference to the induction of defensive morphology.
Internacional Journal of Limnology.

Marquéz, B. (2013). Efecto del acido indol-3-acetico producido por Azospirillium
brasilense en las enzimads de asimilacion del amonio en chlorella vulgaris, bajo
condiciones de coinmovilazacion. La Paz.

Martinez, M., Sanchez, S., & Jiménez, J. (2000). Nitrogen and phosphorus removal
from urban wastewater by the microalga Scenedesmus obluquos. Bioresource
Technology .

80



Mayeli, S., Nandini, S., & Sarma, S. (2005). The efficacy of Scenedesmus
morphology as a defense mechanism against grazing by selected species of rotifers
and cladocerans. Aquatic Ecology.

Méndez, L., | Albarracin, 1., Cravero, M., & Salomén, R. (2010). Crecimiento de
scenedesmus quadricauda en efluentes cloacales de la ciudad de Trelew, Chubut,
Argentina. CONICET , 5-6.

Mendoza, H. (2003). Aplicaciones de las microalgas . Islas Canarias : ITC.

Miller, C., Pardo, L., & Mejia, G. (2000). Sistemas de manejo de aguas residuales
para nucleos pequefios y decentralizados. Bogota: Mgraw- hill interamericana S.A.

Morales, E. (3 de mayo de 2014). Medios de cultivo microalgas. Quito, Pichincha,
Ecuador.

Mulbry, W., & Kondrad, S. (2008). Treatment of dairy manure effluent using
freshwater algae: algal productivity and recovery of manure nutrients using pilot-
scale algal turf scrubbers. Bioresource technol.

Mufioz, A. (2008). Caracterizacion y tratamiento de aguas residuales . Espafa: La
reforma.

Mufioz, M. (2011). Removal of suspendedsolids from wastewater of an Ecuadorian
leather tannery. Quito ECUADOR: Universidad Politécnica Nacional.

OMS. (2009). Concentraciones de nitrégeno.

Orellana, J. (2005). Contaminanci'on Abiental. Ingenieria Sanitaria- UTN -FRRO , 3
y 4.

Oswald, W. (1988). Microalgal biotecnology. Cambridge: Eds.

Pellon, A. (2003). Empleo de microalgas scenedesmus oblicuos en la eliminaci‘on de
cromo presente en aguas residuales galvanicas. Madrid- Espafia: Revista
Metalurgia.

Pozo, M. (2008). Cultivo de microalgas Mexico MDC .

Rewat, I, Kumar, R., & Mutanda, T. (2011). Dual role of microalgae:
Phycoremediation of domestic wastewater and biomass production for sustainable
biofuels production. Applied Energy 88.

Richmond, A. (2004). Handbook of Microalgal Culture: Biotechnology and Applied
Phycology. USA: Blackwell Publishing.

Rincon, A. (2011). El Agua: Recurso Vital. Republica Dominicana: Programacion
OEl.

Rodier, J. (2011). Analisis de agua. Espafia : SB EDITION.

81



Romero, A. (2004). Tratamiento de aguas residuales Teoria y principios de disefio.
Bogota: Escuela Colombiana de Ingenieria.

Rubens, R. (2003). Tratamiento de aguas Residuales. Espafia: REVERTE.

Salazar, M. (2005). Aplicacién e importancia de las microalgas en el tratamiento de
aguas residuales. Mexico: UAMI.

SawyeR, C., Perry, L., & Mcarty, L. (2001). Quimica para ingenieria ambiental .
Madrid: Mgraw — hill interamericana S.A.

Strebla, H., & Krauter, D. (1987). Atlas de los Microorganismos de Agua Dulce.
Barcelona: Ediciones Omega S.A.

TULSMA. (2009). Limites de descarga a un cuerpo de agua dulce . En Texto
Unificado de la legislacion Secundaria del ministerio del ambiente (pag. tabla 12).
Ecuador.

UCE-FIGEMPA. (2012). Proyecto de toma de principales descargas liquidas,
dpmesticas e industriales en los rios Pita y San Pedro en el canton Rumifiahui.
Quito.

82



Anexos

Anexo 1. Puntos de muestreo

Punto 1 Punto 3

Elaborado por: (Acurio y Arciniegas, 2015)
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Anexo 2. Observacion de Chlorella y Scenedesmus en el microscopio

A Chlorella B Scenedesmus

Elaborado por: (Acurio y Arciniegas, 2015)
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Anexo 3. Recoleccion de muestras de agua

Muestras recolectadas M1, M2, M3, M4

Piedras con microalgas para la toma de muestras
. P — ;

Elaborado por: (Acurio y Arciniegas, 2015)
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Anexo 4. Medio de cultivo

Nitrofoska foliar

Composicion de la Nitrofoska

Elaborado por: (Acurio y Arciniegas, 2015)
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Anexo 5. Escalamientos en la produccion de biomasa microalgal

Escalamiento botellas gatorade 470mL

Escalamiento botellas 1,5 L

Elaborado por: (Acurio y Arciniegas, 2015)
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Anexo 6. Conteo celular en camara Neubauer

Placa colocada en el microscopio

Camara Neubauer

Elaborado por: (Acurio y Arciniegas, 2015)
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Anexo 7. Tratabilidad de las muestras de agua dia 0

Tratamiento TO (Agua rio + Microalgas) Tratamiento T1 (Agua rio + Microalgas + Nitratos

+ Fosfatos)

Tratamiento T2 (Agua rio + Nitratos + Tratamiento T3 (Agua rio + Microalgas + Nitritos

Fosfatos) + Fosfatos)

Tratamiento T4 (Agua rio + Nitritos + Fosfatos)

Elaborado por: (Acurio y Arciniegas, 2015)

89




Anexo 8. Tratabilidad de las muestras de agua dia 6

Tratamiento TO (Agua rio + Microalgas) Tratamiento T1 (Agua rio + Microalgas + Nitratos

+ Fosfatos)

-4 '5' s
I“ Stk [ & "

Tratamiento T2 (Agua rio + Nitratos + Tratamiento T3 (Agua rio + Microalgas + Nitritos

Fosfatos) + Fosfatos)

Tratamiento T4 (Agua rio + Nitritos + Fosfatos)

Elaborado por: (Acurio y Arciniegas, 2015)
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Anexo 9. Tratabilidad de las muestras de agua dia 12

Tratamiento TO (Agua rio + Microalgas) Tratamiento T1 (Agua rio + Microalgas + Nitratos

+ Fosfatos)

Tratamiento T2 (Agua rio + Nitratos + Tratamiento T3 (Agua rio + Microalgas + Nitritos

Fosfatos) + Fosfatos)

Tratamiento T4 (Agua rio + Nitritos + Fosfatos)

Elaborado por: (Acurio y Arciniegas, 2015)
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Anexo 10. Tratabilidad de las muestras de agua dia 18

Tratamiento TO (Agua rio + Microalgas) Tratamiento T1 (Agua rio + Microalgas + Nitratos

+ Fosfatos)

e
Tratamiento T2 (Agua rio + Nitratos + Tratamiento T3 (Agua rio + Microalgas + Nitritos
Fosfatos) + Fosfatos)

Tratamiento T4 (Agua rio + Nitritos + Fosfatos)

Elaborado por: (Acurio y Arciniegas, 2015)
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Anexo 11. Centrifugacion de muestras para analisis de parametros en los laboratorios

Labiotec

Tubos Falcon

Sedimento de la centrifugacion de las muestras

Centrifuga

W

Elaborado por: (Acurio y Arciniegas, 2015)
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Anexo 12. Valores de densidad celular del consorcio de Chlorella y Scenedesmus durante los 61 de cultivo en cada una de las muestras.

Chlorella y Scenedesmus

Densidad Celular Cel/mL
DIAS M1 M1 Consorcio M2 M2 Consorcio M3 M3 Consorcio M4 M4 Consorcio

513035000 | 3730000| 6765000 | 6895000 | 1070000 | 7965000 | 5965000 | 1005000 | 6970000 | 5620000 | 810000 | 6430000

85040000 | 2640000 | 7680000 | 8662500 | 982500| 9645000 | 8902500 | 1035000 | 9937500 | 5795000 | 855000 | 6650000

1215895000 | 2470000 | 8365000 | 9532500 810000 | 10342500 | 9037500 | 900000 | 9937500| 8775000| 832500| 9607500

15| 6435000 | 2045000 | 8480000 | 10080000 | 720000 | 10800000 | 9135000| 750000| 9885000 |10650000| 820000 | 11470000

1916025000 | 1565000 | 7590000 | 12540000 | 660000 | 13200000 | 11950000 | 740000 | 12690000 | 12550000 | 712500 | 13262500

225825000 | 420000| 6245000 13212500 | 662500 | 13875000 | 12600000 | 662500 | 13262500 | 13750000 | 600000 | 14350000

264010000 | 380000 | 4390000 14812500 | 487500 | 15300000 | 13387500 | 630000 | 14017500 | 15550000 | 537500 | 16087500

2911030000| 290000| 1320000 | 12270000 | 100000 | 12370000 | 18465000 | 540000 | 19005000 | 17565000 | 450000 | 18015000

33 0 0 0] 18012500 | 262500 | 18275000 20175000 | 775000 | 20950000 | 19170000 | 1065000 | 20235000
36 0 0 0| 24465000 | 300000 | 24765000 | 23580000 | 2040000 | 25620000 | 23560000 | 1420000 | 24980000
40 0 0 0] 25305000 | 382500 | 25687500 | 27900000 | 2675000 | 30575000 | 27375000 | 2750000 | 30125000
43 0 0 0| 28980000 | 420000 | 29400000 | 30192500 | 4192500 | 34385000 | 31440000 | 3360000 | 34800000
47 0 0 0| 30000023 | 960000 | 30960023 | 29425000 | 4192500 | 33617500 | 30540000 | 2280000 | 32820000
50 0 0 0] 32950000 | 660000 | 33610000 | 27317500 | 2860000 | 30177500 | 28260000 | 2730000 | 30990000
54 0 0 0| 30240000 | 621000 | 30861000 | 23367500 | 6500000 | 29867500 | 28280000 | 3040000 | 31320000
57 0 0 0| 28580000 | 430000 | 29010000 | 24507500 | 5882500 | 30390000 | 27520000 | 4670000 | 32190000

61 0 0 0] 29190000 | 810000 | 30000000 | 27202500 | 4137500 | 31340000 | 28240000 | 4830000 | 33070000

Elaborado por: (Acurio y Arciniegas, 2015)
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Anexo 13: Informe de andlisis de agua del rio San Pedro al dia 0
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Anexo 14. Glosario

Bioindicador: Es una especie vegetal, hongo o animal, cuya presencia (o estado) nos
indica y da informacidn sobre ciertas caracteristicas ecologicas (fisico-quimicas,
micro-climaticas, biologicas y funcionales), del medio ambiente, o sobre el impacto
de ciertas practicas en el medio. Se utilizan sobre todo para laevaluacion
ambiental (seguimiento del estado del medio ambiente, o de la eficacia de las

medidas compensatorias, o restauradoras).

Biorremediacion: Es el proceso en el que se utilizan
microorganismos, hongos, plantas o las enzimas derivadas de ellos para remediar el

medio ambiente alterado por contaminantes a su condicion natural

Cenobios: Grupo de células que, tras dividirse, no se separan y permanecen en

grupos dentro de una vaina o sustancia mucilaginosa.

Microalgas: Son microorganismos microscopicos (2-200 um), fotosintéticos que
pueden crecer de manera autotréfica o heterotréfica en diferentes ambientes incluso
los mas extremos, lo cual permite encontrarlas ampliamente distribuidas en la

biosfera adaptadas a una gran cantidad de condiciones.

Remocién: Es la accion de quitar o sacar 0 remover algo de su lugar,

independientemente  de que sea reemplazado o no por otro.

Palmeloide: Agrupacion de las algas cuando las células se multiplican

vegetativamente dentro de una masa mucilaginosa que producen.
Amonificacion: Es la conversion a ion amonio del nitrogeno

Nitrificacion: Es la oxidacion biolégica de amonio con oxigeno en nitrito, seguido

por la oxidacién de esos nitritos en nitratos.

Desnitrificacion: Es un proceso metabolico que usa el nitrato como aceptor terminal

de electrones en ausencia de oxigeno principalmente.

Bioconversién: También conocido como biotransformacion se refiere al uso de

organismos Vvivos a menudo microorganismos para llevar a cabo una reaccién
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quimica que es mas costoso 0 no viable no biolégicamente. Estos organismos

convierten una sustancia a una forma modificada quimicamente.

Glutamato deshidrogenasa: Es una enzima que cataliza la reaccion de oxidacion de

glutamato a 2 oxoglutarato desprendiéndose amonio

Glutamina sintetasa: Es un enzima que tiene un papel esencial en el metabolismo
del nitrégeno, catalizando la condensacion del glutamatoy el amoniaco para

formar glutamina.

Consorcio: Es una asociacion natural de dos o mas poblaciones microbianas, de
diferentes especies, que actlan conjuntamente como una comunidad en un sistema

complejo.

Sustancias Alelopaticas: Son compuestos bioguimico producidos por organismos
que puede interferir en el crecimiento, supervivencia o reproduccion de otros

microorganismos de manera positiva o negativa.

Tratabilidad: Es un proceso que se realiza a nivel de laboratorio o de planta piloto,
que permita establecer los procesos y operaciones adecuado para el tratamiento de

agua.

Tratamiento Es el conjunto de operaciones y procesos unitarios que se realizar
sobre el agua cruda con el fin de modificar sus caracteristicas fisicas, quimicas y
bacteriolégicas para obtener agua que cumpla con las normas y criterios de calidad

establecida.
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