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Resumen

La contaminacién del agua causada por la generacion de aguas residuales domésticas sin
tratamiento, conduce a problemas ambientales, como la eutrofizacién. Se realizd un estudio a
escala de laboratorio para evaluar la capacidad de remocion de nitratos, nitritos, amonio y fésforo
mediante las especies Chlorella wulgaris y Nannochloropsis sp. Se realizaron ensayos con las
siguientes intensidades luminicas: 480 pumol/m2s, 360 pumol/m2sy 240 pumol/m2s. En el cual se
determind que no existian diferencias significativas en laremocion influenciadas por la intensidad
luminica, sin embargo, a 240umol/m2s en 200 minutos se registraron las siguientes tasas de
crecimiento: 4,44 diatparaChlorellavulgarisy 2,17 dia-*paraNannochloropsis sp. Losensayos

de variacion de concentraciones de biomasa iniciales duraron 7 dias, donde se obtuvo unatasa
de crecimiento especifica en la fase exponencial, teniendo 0,2810 dia® para la menor
concentracion de biomasa y 0,2194 dia! para la mayor en Chlorella wulgaris. Para
Nannochloropsis sp., las tasas fueron de 0,1666 diay 0,1416 dia?, respectivamente. Los

respectivos tiempos de duplicacién de las microalgas fueron de 2,46; 3,15; 4,16 y 4,89 dias,

respectivamente. Ademas, los porcentajes de remocion para nitritos, nitratos, amonio y fosforo
alcanzaron valores de 87,5%; 95,12%; 97,3% y 78% para Chlorella vulgaris, y del 85,7%;
95,12%; 35,39% y 28,57% para Nannochloropsis sp., en la DQO para ambas especies superaron
el 70%. Las microalgas cosechadas postratamiento presentaron una relacién de carbono-

nitrégeno de 1,8:1 para Chlorellawulgaris y de 1,2:1 para Nannochloropsis sp.

Palabras clave del autor: tratamiento de agua residual, fitorremediacion con microalgas,

remocion de nutrientes, crecimiento de biomasa
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Abstrac

The contamination of water caused by untreated domestic wastewater leads to environmental
issues, such as eutrophication. A laboratory-scale study was conducted to evaluate the removal
capacity of nitrates, nitrites, ammonium, and phosphorus using the species Chlorella vulgaris and
Nannochloropsis sp.. The tests were performed under the following light intensities: 480
pumol/m2s, 360 umol/m2s, and 240 pumol/m?s. It was determined that there were no significant
differences in removal rates influenced by light intensity. However, at 240 umol/m2s over 200
minutes, the following growth rates were recorded: 4,44 day *for Chlorellavulgarisand 2,17 day*
for Nannochloropsis sp.. The biomass concentration variation tests lasted 7 days, and specific
growth rates were obtained during the exponential phase, with 0,2810 day™ for the lowest
biomass concentration and 0,2194 day* for the highest in Chlorella vulgaris. For Nannochloropsis
sp., the rates were 0,1666 day* and 0,1416 day !, respectively. The respective doubling times
for the microalgae were 2,46, 3.15, 4.16, and 4,89 days. Additionally, the removal percentages
for nitrites, nitrates, ammonium, and phosphorus reached values of 87,5%, 95,12%, 97,3%, and
78% for Chlorella vulgaris, and 85,7%, 95,12%, 35,39%, and 28,57% for Nannochloropsis sp..
The COD for both species exceeded 70%. The harvested microalgae after treatment showed a
carbon-nitrogen ratio of 1,8:1 for Chlorella vulgaris and 1,2:1 for Nannochloropsis sp.

Author Keywords: wastewater treatment, phytoremediation with microalgae, nutrient

removal, biomass growth
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1. Introduccién

1.1 Antecedentes

El empleo de microalgas para el tratamiento de aguas residuales comenzo alrededor de 1940,
cuando se informd por primera vez de la viabilidad de cultivos de microalgas a gran escala para
cumplir con el propésito de tratar aguas residuales (Mufioz, 2023). El objetivo principal del uso
de microalgas para este proceso es el aprovechamiento de nutrientes y su conversién bioldgica
en biomasa. Ademas, la eliminacidn de amonio, nitrito, nitrato, fosfato, oxidacién de la materia
organica, reducciéon de organismos patdgenos, oxigenacion del agua por la fotosintesis, entre

otros beneficios (Ramos & Pizarro, 2018).

En la actualidad, una de las probleméaticas ambientales mas transcendentales, es la
contaminacion del agua. A nivel mundial, diariamente se generan alrededor de 983 millones de
metros cubicos de agua residual, esto hace que sea necesario investigar nuevas alternativas
para optimizar su tratamiento. Uno de los tratamientos con mayor potencial tiene como base el

uso de microalgas cultivadas en fotobiorreactores (Mufioz, 2023).

En América Latina, los tratamientos para aguas residuales en areas urbanas consisten en lodos
activados con el objetivo de retirar suspensiones solidas y reducir la demanda bioguimica de
oxigeno (DBO), no obstante, en areas rurales el tratamiento radica en tecnologias tradicionales
como fosas sépticas siendo un sistema que carecen de estructura y financiamiento por lo que no
son eficientes en la eliminacion de nutrientes inorganicos y micro contaminantes (Reinoso-Salas
& Reinoso-Carrillo, 2022)

A nivel local el 29,79% de las viviendas de la parroquia Bafios, descargan sus aguas residuales
domésticas a un pozo séptico o de manera directa a cuerpos hidricos, degradando el medio
ambiente (Parra, 2023). Especificamente, en las zonas de Huizhil y Los Laureles que forman
parte de la parroquia Barfios, la carencia del servicio se debe a la distancia entre viviendas, debido
a la dispersion de las mismas o por su ubicacion, ya que, se localizan por debajo del nivel del
sistema de alcantarillado. Estos problemas, se han identificado a partir del proyecto “Plan Piloto
para Evaluacién de Sistemas Alternativos de Saneamiento y Restauracion de Cuerpos Hidricos
en el Cantén Cuenca”, realizado por la Universidad Catodlica de Cuenca, que tenia como objetivo
evaluar la eficiencia y aplicacion de tratamientos alternativos en comunidades rurales de Cuenca
(Caraguay & Plaza, 2023).

Kimberly Maylee CarchiBrito - Camila Lisseth Guanga Tuquifiagui



UCUENCA 14

La biorremediacion de aguas residuales mediante microalgas se denomina fitorremediacion; se
aplica especialmente para el tratamiento de aguas residuales por su potencial para eliminar el
contenido de nitrégeno, en forma de amonio (NH.), el fésforo como fosfato (PO,*) y convertir
estos nutrientes asimilados en biomasa, proteinas y sintesis de acidos nucleicos (Gutiérrez,
2021). Ademas, las microalgas poseen la capacidad de reducir los contaminantes organicos del
agua; ya que, estos agentes contaminantes son utilizados como fuente de carbono que favorecen
el desarrollo de estas microalgas (Hermandez-Pérez & Labbé, 2014). Con una ventaja adicional,
ya que, al ser organismos autétrofos sus requerimientos nutricionales son menores y su
produccién de biomasa es mayor en comparacién con otros organismos como hongos o bacterias
(Florez-Lopéz, 2024). Asimismo, estas especies de microalgas después de su empleo en el

tratamiento pueden ser aprovechados como biofertilizantes (Ramirez, 2022).

Por otra parte, los resultados de investigaciones preliminares han expuesto que las microalgas
como biofertilizantes aumentan el contenido de antioxidantes, el crecimiento de raices, la calidad,
la mejora de las actividades enzimaticas relacionadas a los mecanismos de defensas de las

plantas de tomate (Solanum lycopersicum), pepino (Cucumis sativus) (Zheng et al., 2024).

En el Ecuador se ha utilizado microalgas de la especie Chlorella sp. para evaluar su eficiencia
de remocion de mercurio, sulfatos, fosfatos y nitratos proveniente de agua residual minera por
medio de un proceso de ficorremediacion (Vela-Garcia et al., 2019). De igual forma, se han
realizado investigaciones relacionadas con la obtencion de biomasa a partir de microalgas, para
la produccion de alimentos y suplementos debido a su riqueza de nutrientes (Ramirez, 2022), asi
como la produccion de antioxidantes ya que poseen la capacidad para sintetizar compuestos
bioactivos mediante estrategias bioquimicas y moleculares que han desarrollado para sobrevivir
en condiciones de estrés (Holguin-Rosero,2019).

1.2 Problematica

Actualmente a nivel mundial, aproximadamente 4500 millones de seres humanos carecen de
acceso a servicios de saneamiento mejorados, un gran porcentaje de estas personas residen en
el Caribe, América Latina, Africa, Asia y la region del Pacifico (UNICEF & WHO, 2020). Por ello,
se han disefiado alternativas de saneamiento como las letrinas de pozo o fosas sépticas, sin
embargo, varias de estas se han transformado en un problema por la ineficienciaen la depuracion
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de contaminantes como fosfatos, nitratos y/o patdégenos humanos en el agua (Capone et al.,
2021).

En Ecuador la cobertura de saneamiento seguro presenta variaciones significativas segun la
localizacion van desde 68,6% en el sector rural, hasta el 85,9% zonas urbanas; este saneamiento
denominado seguro se caracteriza por una estructura adecuada; tener una tasa alta de eficiencia
en el tratamiento de las aguas y asi garantizar la salud humana y del ambiente (Molina et al.,
2018).

Segun el censo de 2010, el numero de viviendas con fosas sépticas sigue aumentando en
comunidades como Minas, Huizhil, Misicata y Nila. En el cual la falta de cobertura de
alcantarillado en centros densamente urbanizados conduce a la descarga directa de aguas
residuales a los arroyos; especificamente en la parroquia Bafios el 29,79% de hogares disponen
sus aguas residuales a través de fosas sépticas, pozos ciegos o mediante descargas directas a
cuerpos de agua (PDOT GADPR BANOS 2019).

1.3 Justificacioén

La importancia del tratamiento de las aguas residuales domésticas radica en la proteccion del
medio ambiente y la salud publica, por lo que, se debe asegurar su recoleccién, conduccion,
tratamiento y adecuada disposicién en los cuerpos receptores en condiciones que no perjudiquen
a la diversidad de flora y fauna del ecosistema y a su vez evitando que la salud del hombre se
vea directamente afectada por enfermedades entéricas (Baquerizo et al., 2019).

Por otra parte, los sistemas del tratamiento de aguas residuales han evolucionado y hoy en dia
se enfocan en la economia circular (Zhang & Liu, 2022). Por lo tanto, se ha planteado cambios
para recuperar los recursos perdidos en las aguas (Sharma et al., 2022). Por este motivo el uso
de microalgas se ha visto en tendencia actualmente ya que ademas de su capacidad para la
depuracion de aguas residuales; tiene potencial de recuperar elementos valiosos para la
produccién de fertilizantes, bioproductos de valor agregado, presenta facultades para la
produccién de oxigeno y remocién de contaminantes (Kusumo et al., 2022).

En comparacion con otros métodos fisico quimicos convencionales, posee varios beneficios tales
como la capacidad de las microalgas de desarrollarse en entornos extremos (Mohd-Udaiyappan
et al., 2017); reduccién energética pasando de un consumo promedio de 0,5 kWh/m3 de un
tratamiento convencional a 0,2 kWh/m3 con microalgas (Acién-Fernandez et al., 2018);
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disminucion en la emision de gases de efecto invernadero debido a la habilidad de absorber
diéxido de carbono en el proceso fotosintético (Montoya, 2021), también no dispersa los
contaminantes en la atmosfera, y su disposicion final no termina en lodos sino que el contenido

de nutrientes puede ser recuperado (Vale et al., 2020).

1.4 Objetivos

1.4.1Objetivo general
Andlisis de la eficiencia del tratamiento con microalgas Chlorella vulgaris y Nannochloropsis sp.
para la remocién de nutrientes y materia organica de aguas residuales domésticas provenientes

de unavivienda de la parroquia Bafos.

1.4.2 Objetivos especificos

1. Establecer el disefio de un sistema experimental de tratamiento de aguas residuales con el

uso de microalgas a escala de laboratorio.

2. Evaluar y comparar la remocién de fésforo (P), nitrégeno (N) y demanda quimica de oxigeno
(DQO) en Chlorella wulgaris y Nannochloropsis sp. a distintas intensidades luminicas,

determinando su influenciaen el crecimiento y eficiencia en el tratamiento de efluentes.

3. Comparar la capacidad de remocion de N, P y DQO entre las especies Chlorella vulgaris y
Nannochloropsis sp., evaluando el efecto de diferentes concentraciones de biomasa inicial la

eficiencia en el tratamiento de efluentes.

4. Evaluar la relacion carbono-nitrégeno (C/N) en las microalgas Chlorella wulgaris y
Nannochloropsis sp. tras su cosecha postratamiento de aguas residuales, con el fin de evaluar

preliminarmente su potencial como fertilizante para el suelo.
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2. Marco teorico

2.1 Aguas residuales, generalidades y definiciones

2.1.1 Aguaresidual

El término de agua residual hace alusion a todas las aguas previamente utilizadas de alguna
manera en las actividades humanas (Romero-Rojas, 2021). Estas aguas pueden categorizarse
segun su origen, clasificandose en aguas de escorrentia, industriales y domésticas (Torres,
2012).

En esencia, las aguas residuales se originan debido a la introduccion, tanto directa como
indirecta, de sustancias contaminantes, formas de energia o debido a la creacion de condiciones
nocivas por parte de los seres humanos (Calle-Romero & Padron-Ordéiiez, 2020). Este proceso
conlleva implicaciones perjudiciales para la calidad del agua en relacion con sus usos siguientes
0 en su funcidén ecologica (Zaruma et al., 2018). Es decir, estas aguas que originalmente
proceden del suministro hidrico a la poblacion han experimentado alteraciones por las diversas
actividades antropogénicas que modifican sus composiciones fisica, biolégica y quimica (Calle-
Romero & Padrén-Ordoiez, 2020).

2.1.2 Aguaresidual doméstica

Las aguas residuales domésticas, también conocidas como aguas servidas; tienen su origen en
las actividades humanas diarias para fines de limpieza, la utilizada en bafos, lavanderias,
preparacion de alimentos, entre otros; estas se descargan a través de sistemas de alcantarillado
o vertidos directos al medio ambiente (Osorio-Rivera et al., 2021).

Las aguas residuales provenientes de estas actividades pueden dividirse en varias categorias:
amarillas (compuestas de orina), marrones (heces mezcladas con agua corriente), negras
(combinacién de orina, heces y actividad microbiana) y grises (incluyen el agua de la cocina, la
ropa, las duchas y lavado de manos) (Koul et al., 2022). Ademas, estas aguas residuales tienen
presencia de compuestos organicos como las proteinas, grasa, urea y almidoén, asi como de

microorganismos patégenos y materia en suspension (Ocafiaet al., 2023).

Segun datos estadisticos, las aguas residuales domésticas estan compuestas en un 99,9% por
aguay enun0,1% por residuos solidos, tanto organicos como inorganicos; esta minima cantidad
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de sélidos es la que genera complicaciones en su tratamiento y eliminacion (Osorio-Rivera et al.,
2021).

En cuanto a fosforo total, las concentraciones tipicas de nutrientes en las aguas residuales
domésticas varian entre 6 mg/L y 20 mg/L (Teixeira-Correia et al., 2013). En cuanto al nitrégeno
total, su presencia en estas aguas oscila entre 20 mg/L y 85 mg/ y la Demanda Quimica de
Oxigeno (DQO) se encuentra en un rango de 400 mg/L a 1000 mg/L (Pazmifio & Villamarin,
2018).

Dadas las caracteristicas inherentes de este tipo de aguas residuales, la descarga sin un
tratamiento adecuado puede ocasionar graves problemas ambientales y de salud publica, debido
a que promueve el crecimiento de microorganismos patdgenos en rios y arroyos, provocando
una grave degradacién ambiental, asi como riesgos para la salud, especialmente en los paises
en vias de desarrollo (Berberian & Rosanova, 2012). Por lo tanto, se requiere un tratamiento
adecuado para eliminar los contaminantes de las aguas residuales domeésticas (Balogun &
Ogwueleka, 2021).

El tratamiento de aguas residuales domésticas tiene como finalidad eliminar los contaminantes
hasta cumplir con los valores maximos permitidos segun la legislacion nacional o internacional.
Debido a que la composicion de las aguas residuales domésticas puede contener una variedad
de contaminantes, los métodos de tratamiento son amplios. Las tecnologias utilizadas en estos
procesos se dividen en dos categorias segun su funcion: tecnologias tradicionales y tecnologias

alternativas (Diaz-Cuenca et al., 2012).

Las tecnologias tradicionales son aquellas que se emplean con mayor frecuencia, estas
consisten en un pretratamiento y tratamiento primario cuyo objetivo es eliminar solidos
suspendidos y sedimentables, también tienen tratamiento secundario que tiene la finalidad de
eliminar materia organica y nutrientes (Barreiro-Vescovo, 2019), entre las mas empleadas se
encuentran el tratamiento de lodos activos y lagunas aireadas (Abello-Passteni et al., 2020). Por
otro lado, las tecnologias alternativas surgen a partir de las insuficiencias de las tecnologias
convencionales. En principio, emplean microorganismos para eliminar compuestos organicos
biodegradables del agua, de manera in situ, donde se producen y a menor escala. Estas
tecnologias pueden proporcionar cierto grado de autosuficiencia y reducir el uso de productos
quimicos (Diaz-Cuenca et al., 2012).
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2.1.3Estado actual anivel nacional y local de la cobertura de alcantarillado

En el andlisis del acceso al alcantarillado se indica la importancia de un manejo adecuado de las
aguas residuales domeésticas, un aspecto esencial para las condiciones de vida tanto a nivel
nacional como local. Segun los datos proporcionados por el Instituto Nacional de Estadistica y
Censos (INEC) después del censo 2022, exponen una media nacional de 65,8% en cuanto a la
cobertura de alcantarillado. Sin embargo, en la provincia del Azuay, este indicador supera
significativamente dicho promedio, con un incremento aproximado de 6,3%, alcanzado una
cobertura del 72,1% (INEC, 2022).

En el caso especifico de la ciudad de Cuenca, se registré un valor de 81,6%, indica un aumento
del 15,8% en comparacion a la media nacional, y un 9,5% con respecto a la media de la provincia
del Azuay. No obstante, el valor registrado para la parroquia rural Bafos, el sitio de interés, es
de 72,9%, evidenciando la disminucion porcentual de 8,7% de cobertura en comparacion con la
ciudad y de un 0,8% con respecto al valor promedio de la provincia (INEC, 2022). Es crucial
destacar que existen brechas significativas entre el area urbana y rural, como lo evidencia la
situacion del afio 2010, donde la cobertura de alcantarillado en zonas rurales apenas alcanzaba
el 24,36% (INEC, 2010).

2.1.4Tratamiento de agua residuales domeéstica a nivel mundial

Se estima que tres cuartas partes del agua residual del mundo que provienen del sistema de
alcantarillado (73%) reciben al menos un procesamiento secundario en las plantas de
tratamiento. Aplicando esta relacion a la poblacién que tiene conexion al alcantarillado (2.800
millones) y ajustando por la poblacion que comparte instalaciones sanitarias mejoradas (5% de
los usuarios) (UNICEF, 2010). Se estima que 1.900 millones de personas cuentan con servicios
adecuados y seguros para la gestion de aguas residuales, sin embargo, un total de 711 millones
de personas, mas del 90% de ellas viviendo en las ciudades con conexion al alcantarillado, no
reciben un nivel minimo de tratamiento de sus aguas residuales, ademas, reportan que las
plantas de tratamiento existentes son ineficientes, agravando el problema (Organizacion Mundial
de la Salud & United Nations Children’s Fund (UNICEF), 2017).

La generacion de aguas residuales es uno de los mayores desafios para el creciente niumero de
asentamientos informales en los paises en desarrollo, que suelen estar situados en climas
tropicales y subtropicales, estos paises tienen una menor cobertura de recoleccion y tratamiento
adecuado de aguas residuales domésticas, principalmente por aspectos econdmicos,
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desconocimiento de tecnologias alternativas de bajo costo, lo que deriva en problemas de salud
publica (Torres, 2012).

La proporcidbn de aguas residuales tratadas en relacidn con el total de aguas residuales
generadas en los paises en desarrollo es menor, principalmente debido a menores requisitos de
las autoridades ambientales y a la falta de conocimiento técnico para tales procesos (Vargas et
al., 2020).

En América Latina, segun Informe mundial de las Naciones Unidas sobre el desarrollo de los
recursos hidricos (2017) el tratamiento de aguas residuales sigue siendo una de las principales
preocupaciones para los gobiernos, especialmente en areas urbanas, por otro lado, la poblacion
rural no estd conectada a la red de saneamiento, dependiendo de sistemas in situ. Ademas, en
este informe detalla que, en las ultimas dos décadas, ha aumentado la atencion hacia el
saneamiento y la construccion de plantas de tratamiento de aguas residuales. Y expone a las
tecnologias predominantes, que representan cerca del 80% de las instalaciones y del volumen
de agua tratada, incluyen estanques de estabilizacion, lodos activados y reactores anaerdbicos
de flujo ascendente (Informe mundial de las Naciones Unidas sobre el desarrollo de los recursos
hidricos, 2017).

La figura 1 muestra los porcentajes de la poblacion a nivel mundial que tienen tratamiento de
aguas residuales, en Norteamérica un 79% de la poblacion tiene conexidn al alcantarillado y el
20% emplea fosas sépticas, en Latinoamérica el porcentaje de poblacion que tiene acceso al
alcantarillado se reduce a un 61%, en el continente africano en la parte sur el 44% de su
poblacion tiene como tratamiento principal a la letrina seca y solo un 7% cuenta con
alcantarillado, sin embargo en la parte norte del continente el 57 % de su poblacién si cuenta con
este tratamiento. Mientras que en Europa y Oceania el porcentaje de su poblacion con acceso a
la red de alcantarillado es alto, 72%y 87% respectivamente, por altimo, en el continente asiatico
se observa un contraste entre Asia menor con un 42% de su poblacidon que utiliza letrina himeda
como tratamiento de aguas residuales, mientras que, en Asia, el alcantarillado esta conectado al

40% de su poblacion.
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Figura 1. Porcentaje de la poblacion que cuenta con diferentes sistemas de saneamiento

Fuente: Informe mundial de las Naciones Unidas sobre el desarrollo de los recursos hidricos
(2017).

Por otra parte, la eliminacion inadecuada de los residuos solidos puede provocar obstrucciones
en los sistemas de drenaje e inundaciones, suelen presentar altos niveles de toxicidad y riesgos
para la salud. Aunque muchos barrios marginales de las ciudades dependen del saneamiento in
situ, de igual forma se producen aguas residuales que no son gestionadas de manera adecuada
(Informe mundial de las Naciones Unidas sobre el desarrollo de los recursos hidricos, 2017). Por
lo tanto, en el mundo se ha investigado distintas técnicas para tratamiento de aguas residuales
y posteriormente emplearlas a continuacion en la tabla 1 se presenta las técnicas y se detallan

las ventajas y desventajas de las mismas.
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Ventajasy desventajas de las técnicas utilizadas para el tratamiento de aguas residuales

Técnicas

Ventajas

Desventajas

Fermentacion
aerdbica
termofilaen
estadosolido

Esta técnica ofrece una
rapida degradacion de la
materia organica y una
mayor eliminacion de
nutrientes. También tiene
el potencial de producir
biogds y presenta un
consumo reducido de
agua. Los costos
operativos son
relativamente bajos, lo que
contribuye a su
sostenibilidad.

Los requisitos de alta
temperatura y la intensidad
energética son considerables,
lo que implica una inversion de
capital y una operacion
compleja. El tiempo de inicio es
mas lento y existen
preocupaciones por los
patégenos. Ademas, requiere
espacio, puede ser variable
estacionalmente y hay riesgo
de malos olores.

Bioaumentacion
o Digestion
Anaerdbica

Esta técnica reduce los
olores y tiene bajos
requisitos de energia, lo
que resulta en una huella
de carbono reducida. Es
tolerante a la composicion
variable de las aguas
residuales, lo que permite
un ahorro de costos y
estabilidad a largo plazo.

Se caracteriza por un largo
tiempo de inicio y es sensible a
la temperatura. Existe el riesgo
de supervivencia de patdogenos
y los niveles de pH pueden ser
mas altos. Ademas, es
susceptible a malos olores,
reguiere un monitoreo y control
complejos, y enfrenta desafios
en la utilizacion del biogas.

Estanquede
algas

Mejora la produccién de
oxigeno y permite utilizar
la biomasa de algas como
recurso. Contribuye al
secuestro de carbono y
mejora la estética del
entorno. Tiene un efecto

probiético natural,
potencial de
biorremediacion y

reutilizacion del agua, con
bajos requisitos de
energia.

Necesita una gran cantidad de
tierra y su eficacia puede variar
estacionalmente. La seleccion
de especies de algas es crucial
y puede haber acumulacion de
lodos y proliferacion de algas.
La cosecha es laboriosa, el
monitoreo 'y control  son
complejos, y tiene eficiencia
limitada en la eliminacion de
nutrientes y sensibilidad a la
temperatura.

Esta técnica ofrece una
reduccion significativa de

Los costos de capital son altos
y requiere mantenimiento
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Biorreactor

patégenos y un
rendimiento  consistente.
Tiene bajos requisitos de
energia y una
configuracion flexible, con
un uso minimo de
productos quimicos.

continuo. Existe el riesgo de
malos olores y la gestion de
lodos puede ser problematica.
Ademas, la variabilidad
estacional puede afectar su
rendimiento y hay riesgo de
crecimiento de algas.

Biofloc

Mejora la calidad del agua
y reduce el intercambio de
agua. Facilita el reciclaje
de nutrientes y aumenta la
eficiencia de conversion
alimenticia. También tiene
un efecto  probidtico
natural.

Sin embargo, tiene una alta
demanda de energia y puede
llevar a la acumulacién de
lodos. Los costos de inversion
también son considerables.

Humedales

Esta técnica es rentable y
ofrece una alta tasa de
eliminaciéon de nutrientes.
Afiade valor estético al
entorno, contribuye al
secuestro de carbono y es
sostenible a largo plazo.
Ademas, es resiliente a las
fluctuaciones ambientales.

Requiere una gran cantidad de
tierra y tiene un largo tiempo de
inicio. Su dependencia del
clima puede ser un
inconveniente, 'y  necesita
mantenimiento continuo. Tiene
limitaciones en el tratamiento
de ciertos contaminantes vy
puede haber riesgo de
obstruccion.

Filtraciéon por
membrana

Ofrece alta eficiencia de
tratamiento y un
rendimiento  consistente.
Elimina patdégenos y tiene
una huella reducida.
Requiere un uso minimo
de productos quimicos,
produce pocos lodos y
tiene una configuracion
flexible. Ademas, permite
la automatizacion y el
control, y se integra
facilmente  con  otros
sistemas, proporcionando
un rendimiento a largo

Pero, los costos de capital y
operacién son altos y las
membranas pueden
ensuciarse. Tiene un consumo
considerable de energia y
requiere pretratamiento. La
limpieza y mantenimiento son
quimicos y potencialmente
degradan la membrana. Es
sensible a productos quimicos
y aceite, y la operacion requiere
habilidades intensivas.

Adsorcion

plazo.
Esta técnica elimina
eficientemente los

contaminantes y es muy

La selecciéon del adsorbente es
crucialy la regeneracion puede
ser limtada. Los costos
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versatil. Ofrece operativos son altos y hay
eliminacion selectiva con restricciones de caudal. El
bajo consumo de energia, adsorbente puede ensuciarse y
operaciéon simple y puede agotarse, y requiere
adaptarse a sistemas pretratamiento. Es sensible a la
existentes. Tiene una temperatura y al pH, y el
huella minima y es sistema puede ser complejo.

amigable con el medio
ambiente, proporcionando

un rendimiento
consistente.

e Elimina eficazmente Ilos e Tiene una eliminacion limitada
sélidos y su operacion es de sustancias disueltas y puede
simple y facil. Tiene un necesitar requisitos
bajo consumo de energia, energéticos para elretrolavado.

Filtracion fisica no usa quimicos y es Existe el riesgo de averia de los
econémica. Proporciona medios.
un rendimiento a largo
plazo con bajo

mantenimiento y facilita el
manejo de lodos. Es un
pretratamiento efectivo.

Fuente: (Nguyen et al., 2024)
2.1.5 Tratamientos empleados en lavivienda

e Fosaséptica

Son contenedores de forma cilindrica o rectangular ubicados generalmente bajo la tierra y
cubiertos de una losa de concreto. Al encontrarse en concentraciones altas el material organico
y organismos patogeénicos, se debe cumplir con un minimo de requisitos necesarios para evitar
posibles problemas hacia el ser humano y animales, deben ser herméticos, duraderos y poseer

estructuras estables (Once Sarmiento & Ruiz Herrera, 2014).

La fosa séptica es generalmente utilizada como tratamiento primario de las aguas servidas,
empleado en lugares donde no existe alcantarillado (Villamarin Castro, 2015). Sin embargo, la
eficiencia se basa en la remocion de la demanda bioquimica de oxigeno (DBO5), sélidos
suspendidos totales (SST), coliformes totales varian desde menos del 50% hasta el 80% en
funcién de la temperatura (Sanchez & Garcia, 2018). No obstante, genera un incremento en la
concentracion de patdgenos. A continuacion, en la tabla 2 se visualizan los beneficios y

limitaciones de la fosa séptica esta informacion resume lo expuesto en los resultados de otras
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pueden ser superadas mediante la

fitorremediacién con microalgas (Sorenson et al., 2023).

Tabla 2.

Beneficios y limitaciones de la fosa séptica

Beneficios

Limitaciones

Apto para lugares remotos carentes de acceso al
alcantarillado (Sorensonetal., 2023).

Las condiciones anaerdbicas limitan la
eficiencia en la degradacion de
contaminantes organicos (Shaw &
Dorea, 2021).

Facil construccion inicial y bajo costo operativo
(Sorenson et al., 2023).

Aumento significativo de Escherichia
Colien el efluente (Appling et al., 2013).

Reduce

la concentracion de contaminantes y

riesgos ambientales en zonas rurales (Sorenson et
al., 2023).

Los compuestos organicos disueltos y
nutrientes como el nitrégeno y el fosforo
necesitan tratamiento adicional en el
suelo y los nutrientes no tratados
provocan problemas ambientales como

la eutrofizacion (Sorenson et al., 2023).

Tiempo de vida muy prolongado de 5 hasta 20 afios
(Diak et al., 2013).

Genera grandes emisiones de metano,
aumentando el efecto invernadero (Diak
etal., 2013).

Vermifiltro

El vermifiltro, también conocido como sistema Toha, representa un tratamiento bioldégico aerébico

destinado al tratamiento de aguas residuales. Este sistema se encuentra basado en la tecnologia

de lombrices, ademas, esta constituido por estratos filtrantes, a través de los cuales transita el

agua negra (Ramon et al., 2015). El sistema se distingue por el hecho de que las lombrices se

alimentan de materia organica, lo cual posibilita su aplicacion tanto como tratamiento primario o

secundario, demostrando elevadas eficiencias en la eliminaciébn de contaminantes fisicos y

qguimicos (Castro-Castellanos, 2019).
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No obstante, se encuentra condicionada al uso que se opte después del tratamiento para el
efluente, en algunos casos necesita de tratamientos posteriores, siendo sometido a procesos en
camaras de desinfeccion. Con el objetivo que este paso sea capaz de remover las bacterias
patégenas compuestas presentes en los efluentes derivados del tratamiento mediante vermifiltro
(Salazar, 2005). A continuacion, en la tabla 3 se exponen los beneficios y limitaciones del
vermifiltro. Algunas de estas limitaciones de este tratamiento pueden ser solventadas mediante

la fitorremediacidén con microalgas.

Tabla 3.

Beneficios y limitaciones del vermifiltro

Beneficios Limitaciones

Generaciéon minima o inexistente graciasa | La capacidad de eliminacion de patégenos es

la naturaleza aerdbica (Sinha et al., 2010). | limitada (Arora & Kazmi, 2015).

Sistema de tratamiento robusto (Singh, La desnitrificacion se limita por las condiciones
2019). aerobicas en el filtro (Samal et al., 2017)
Econdmico por el bajo costo inicial y La eliminacién biolégica del fésforo es poco
operativo (Sinha et al., 2010). efectiva (Samal et al., 2017).

No genera subproductos toxicos (Samalet | La obstruccion eventual después de untiempo
al., 2017) prolongado de funcionamiento (Singh, 2019).

2.1.6 Parametros relevantes para laevaluacién de las aguas residuales

Con el fin de verificar el estado de la calidad del agua después de su uso y evaluar la eficiencia
de un tratamiento, es necesario medir una serie de parametros biolégicos, quimicos y fisicos. Por
lo tanto, resulta crucial identificar los parametros de mayor influencia e interés. A continuacion,
se presentaran dichos parametros. No obstante, en esta investigacion se mediran Unicamente
los parametros que estan alineados con los objetivos del estudio.

Kimberly Maylee CarchiBrito - Camila Lisseth Guanga Tuquifiagui



UCUENCA 2

2.1.6.1 Pardametros bioldgicos

Los analisis de parametros biolégicos son esenciales para el control de enfermedades
ocasionadas por microorganismos patogenos de origen humano (Dinka, 2018). Ademas, estos
parametros son relevantes en relacion con las bacterias y otros microorganismos que participan
en el procesamiento y estabilizacion de la materia organica en el agua (Guaman-Sanchez &
Molina-Ulloa, 2015). La consideracion y monitoreo de estos parametros biolégicos son cruciales
para garantizar la calidad sanitaria del agua y para comprender los procesos biologicos
involucrados en el tratamiento de aguas residuales. Un indicador conocido, son los coliformes
fecales dado que simultineamente cuando se remueven los coliformes se eliminan otros

patdgenos (Von Sperling, 2007).
e Coliformes

Los coliformes sirven como indicadores de agua y alimentos contaminados, por lo que su
presencia sugiere condiciones insalubres, la deteccién de coliformes fecales en el agua indica la
presencia de patdgenos entéricos, estos microorganismos patdgenos pueden causar
enfermedades e infecciones gastrointestinales en los seres humanos (Fernandez-Santisteban,
2017).

Los patogenos presentes en las aguas residuales domésticas pueden causar diversas
enfermedades, entre ellas gastroenteritis, tifoidea y cOlera (Naranjo-Tovar et al., 2021). Debido a
gue la identificacion de los patdégenos presentes en las aguas residuales resulta complicada, su
presencia se determina mediante microorganismos indicadores (Rios-Tobén,2017).

El grado de eliminacion de microorganismos patégenos se evalla por la presencia de coliformes
fecales, debido a que estos microorganismos son un indicador de la calidad del agua (Rodrigues
& Cunha, 2017). Esto significa que la deteccion de coliformes fecales en el agua probablemente
indica la presencia de patégenos entéricos (Berberian & Rosanova, 2012). El contenido de
coliformes fecales se utiliza para evaluar la eficiencia del tratamiento de aguas residuales para
la eliminacion de microorganismos patdogenos y para evaluar la contaminacion de cuerpos de

agua naturales con aguas residuales domeésticas (Morillo-Semanate et al., 2019).

2.1.6.2 Parametros fisicos del agua
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En latabla 4 se presenta una breve descripcidn de los principales pardmetros fisicos del agua.

Tabla 4.

Descripcidn de parametros fisicos delagua

Parametro

Descripcion

Fuente

Temperatura

La temperatura del agua residual varia entre
1 a 2 grados Celsius en comparacion con el
agua de suministro debido a la incorporacion
de agua caliente por parte de las viviendas.
Influye en el crecimiento microbiano y la
velocidad de reaccion y tratamiento de
contaminantes.

Alisawi, 2020

Color

Parte de las propiedades organolépticas;
puede variar desde incoloro hasta diferentes
tonalidades, indicando la presencia de
sustancias disueltas o0 en suspension, como
metales, minerales, compuestos organicosy
otros contaminantes.

Barrios &
Martinez, 2023

Olor

Asociado a la liberacién de gases de la
degradacion de la materia organica en
condiciones anaerdbicas.

Inicialmente tolerable, pero se vuelve
desagradable con el tiempo y el agotamiento
del oxigeno.

Este olor particular de las aguas residuales

revela la importancia de considerar el factor
temporal

Madalengoitia
Alcazar, 2021,

Von Sperling,
2007

Solidos
Suspendidos
Totales (SST)

Particulas menores de 0.01 mm no
sedimentan rapidamente; las mayores
sedimentan y pueden ser filradas. Se
subclasifican en fijos y volatiles. Esencial para
el analisis de la cantidad y composicion de
particulas solidas.

Cevallos & Piloso,
2022;

Vera & Zambrano,
2019

Solidos Sustancias menores de 2 micras que no  Sigler & Bauder,
Disueltos pueden eliminarse con filtros tradicionales. 2012;
Totales (SDT) Incluyen minerales, metales y sales disueltos.

Permanecen después de filtrar, evaporar y
secar la muestra. Indicador de la efectividad
de los procesos de depuraciondel agua.

Palacios Pillajo &
Velastegui
Quinteros, 2020;

Colpas-Castillo et
al., 2014
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2.1.6.3 Parametros quimicos del agua

En latabla 5 se presenta una breve descripcion de los principales parametros quimicos del agua,
y sus limites permisibles para descarga a cuerpos de agua dulce segun el texto unificado de

legislacion secundaria de medio ambiente

Tabla 5.
Descripcidn de parametros quimicos delagua
Parametro Descripcion Limite Fuente
Permisible
Nitrogeno Compuesto por nitrégeno amoniacal y 60 mg/L Leivaetal., 2016;
total organico (nitrato, nitrito y amonio). Mishra et al.,
Contribuye a la disminucion del oxigeno 2022
en capas superficiales del agua.
Nitritos Pueden promover la eficiencia de - Hou etal., 2022;
desnitrificacion y también tienen efectos VasquezChavez,
toxicos en células microbianas que 2023
generan polifosfato por la ruptura de
células microbianas
Nitratos Indicador de calidad del agua, reduce la - Zhou etal., 2019
calidad y aumenta la proliferacion de
algas. Considerado una sal, lo convierte
en un parametro dificil de tratar.

Tensoactivos Utilizados en productos domesticos, 0,5 mg/L Gyanaranjan et
presentes en los detergentes. Pueden ser al., 2023
téxicos, disminuyen el oxigeno en el agua
y alteran funciones bacterianas.

Fésforototal Importante en la calidad del agua por su 10 mg/L Severicheetal.,
papel en la eutrofizaciéon. Incluye 2023.
ortofosfatos, polifosfatos y fosfatos Von Sperling,
organicamente enlazados. 2007

Demanda Determina la concentracion de materia 200 mg/L Menéndez
guimicade  orgéanica biodegradable y no Gutiérrezetal.,
oxigeno biodegradable. Esunindicador de la carga 2018
(DQO) organica en el agua.
Demanda Mide la cantidad de oxigeno necesario 100 mg/L Francoetal.,
bioquimicade para que los microorganismos degraden 2023;
oxigeno las sustancias orgénicas. Relacionada Moreira &
(DBO) directamente con la cantidad de materia Macias, 2018

organica.
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2.2.Microalgas y generalidades

2.2.1 Microalgas
Las microalgas pueden ser eucariotas o cianobacterias, siendo las eucariotas caracterizadas por
un color verde y las cianobacterias por un verde azulado (Hachicha et al., 2022). Estos
microorganismos han demostrado ser una alternativa sostenible frente a los procesos de
tratamiento convencionales, los cuales se caracterizan por un alto consumo de energia (Cabello
et al.,, 2017). Ademas, las microalgas ofrecen beneficios adicionales, como ser una fuente
renovable de biomasa, ser eficaces en la fijacion de diéxido de carbono y tener la capacidad de

remover contaminantes presentes en el agua (Almomani et al., 2019).

Las microalgas son consideradas la base de la cadena alimenticia acuatica y poseen la
capacidad de enfrentar agentes contaminantes (Hernandez-Pérez & Labbé, 2014). Ademas, son
utilizadas en diversas industrias, como la cosmética, la farmacéutica, el tratamiento de aguas
residuales, entre otras (Su et al., 2023). Las microalgas también se identifican como un indicativo
de alerta temprana de las caracteristicas ecoldgicas de un cuerpo de agua, debido a la cantidad

de clorofila presente en ellas (Rendon et al., 2018).

Las microalgas han demostrado ser un tratamiento eficiente en la depuracion de aguas
residuales, gracias a su capacidad para asimilar nutrientes (Ramirez-Mérida, 2020). Su tolerancia
a sustancias agresivas se debe a su notable capacidad adaptativa, lo que promueve la
sostenibilidad en la descontaminacién de aguas residuales (Gellibert-Noblecilla et al., 2017).
Existen varios tratamientos sera descritos a continuacion.

2.2.2 Tratamiento de microalgas suspendidas

Este tratamiento consiste en que las células de las microalgas se desarrollen con libertad por
todo el medio, dentro de sus principales ventajas se encuentran la simplicidad operacional y el
bajo costo, aunque, mayoritariamente, sus tiempos de retencion hidraulica son prolongados
(Medina,2020). Sumado a esto, el problema de la recoleccion de células suspendidas ocasiona
una recuperacion ineficiente de los recursos y posibles riesgos a las aguas residuales
descargadas (Prajapati et al., 2013). Este sistema de microalgas suspendidas se aplicé a escala
de laboratorio parael desarrollo de esta investigacion.
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Figura?2. Tratamiento de microalgas suspendidas
Fuente: (Andrade et al., 2021)

2.2.3 Tratamiento de microalgas mediante inmovilizacion pasiva

Conocido también como biopeliculas o sistemas de crecimiento adheridos, implica la
acumulacion y adhesion de las células de las microalgas sobre una supertficie y la excrecion de
sustancias poliméricas extracelulares (Schnurr & Allen, 2015). Basada en la separacion fisica de
las células de la fase liquida a granel e incluyen acoplamiento covalente, ad sorcién, emulsién
liquido-liquido, separacibn de membrana, atrapamiento y encapsulacion, ofrece una tasa de
eliminacién de nutrientes mas elevada (Bashan & Bashan, 2010). Las ventajas fundamentales
para el tratamiento de aguas residuales incluyen un tiempo de retencién hidraulica reducido, un
volumen de reactor reducidoy una recoleccion mas facil (Hoffmann, 1998).

Figura 3. Tratamiento de microalgas mediante inmovilizacion pasiva
Fuente: (Fernandez, 2014)
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2.2.4Fotosintesis

La fotosintesis es un proceso esencial mediante el cual los organismos fotoautotrofos convierten
la energia luminosa en energia quimica y electroquimica utilizables para el crecimiento celular.
(Gonzalez, 2014). Este proceso inicia con la absorcién de luz por pigmentos como la clorofila,
gue dirigen la energia a los centros de reaccion fotoquimica (Morales-Amaral et al., 2015)

Esta reaccion redox impulsada por la energia luminica, donde el dibxido de carbono y el agua se
convierten en carbohidratos y oxigeno, se divide en dos etapas principales: la fase luminosa y la
fase oscura; en la fase luminosa, las microalgas utilizan la radiacion fotosintética activa (PAR),
para generar un oxidante que separa el agua en oxigeno, protones y electrones (Gonzalez,
2014). Los protones se utilizan para la produccion de ATP (adenosin trifosfato), una molécula de
alta energia, mientras que los electrones reducen el NADP+ a NADPH;, (nicotinamida adenina
dinucleotido fosfato en su forma reducida) esencial para la fase oscura del proceso (Torres,
2021). En la fase oscura, conocida como ciclo de Calvin, el NADPH. y el ATP producidos se

utilizan para reducir el CO2y formar carbohidratos (Torres, 2021).

Los microorganismos autotrofos eucariotas se suelen clasificar de acuerdo con sus pigmentos
fotosintéticos: Rhodophyta (alga roja), Chrysophyceae (alga dorada), Phaeophyceae (alga
marrén) y Chlorophyta (algaverde) (Morales-Amaral et al., 2015)

2.2.5Fitorremediacion

La fitorremediacion con microalgas utiliza la cinética de consumo de nutrientes de estos
microorganismos para lograr una mayor detoxificacién del agua residual (Diaz-Gardufio et al.,
2017). Ademas, facilita el crecimiento conjunto de bacterias y microalgas en un solo
fotobiorreactor, estableciendo una sinergia entre ambas poblaciones y permitiendo la reduccion

simultanea de la carga organica y nutrientes (Gémezet al., 2020).

Este tratamiento biotecnoldgico con microalgas consta de dos componentes principales: el
fotobiorreactor y la unidad de separacion biomasa-efluente, también conocida como proceso de

cosecha (Gomezetal., 2020).
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2.2.6 Fotobiorreactor

Un fotobiorreactor es un dispositivo cerrado, cuyo disefio sirve para producir microorganismos

fotosintéticos, cumpliendo con los requisitos éptimos producen altos rendimientos de biomasa

(Muhiz, 2019). El cultivo de algas en fotobiorreactores reduce el riesgo de contaminacion,

aumenta la reproducibilidad de las condiciones de cultivo y proporciona un mejor control,

asegurando un adecuado disefio para monitorear las condiciones hidrodinamicas y de

temperatura (Flores et al., 2003). Los principales tipos de fotobiorreactores (FBR) que existen

se encuentran descritos en la tabla 6.

Tabla 6.

Descripcion de los principales tipos de fotobiorreactores

Tipo de
Fotobiorreactor

Descripcién del Funcionamiento

Fotobiorreactor Plano Consiste en paneles o placas interconectadas dispuestas horizontal

o verticalmente. Permite la medicion precisa de la irradiancia en la
superficie del cultivo. Utilizado principalmente en laboratorios debido
a costos elevados de materiales transparentes para aplicaciones
industriales.

Fotobiorreactor
Tubular

Compuesto por tubos transparentes dispuestos vertical u
horizontalmente, conectados a un sistema de tuberias. El cultivo

circula por los tubos con ayuda de una bomba, permitiendo una
distribucion uniforme del CO.y nutrientes.

Fotobiorreactoren
Serpentina

Multiples tubos transparentes conectados en serie para formar una
plataforma plana dispuesta vertical u horizontalmente. Intercambio
de gasesy adicion de nutrientes en un tanque separado. Circulacion
del cultivo por medio de una bomba o sistema de tubo con linea de
aire, las dificultades en control de temperatura y limpieza de los
tubos, junto con acumulacibn de oxigeno, son desventajas

significativas.

Fotobiorreactor
Vertical

Sistemas simples disefiados para cultivos a gran escala. La mezcla
se logra mediante la inyeccion de aire en el fondo del cilindro,
evitando la sedimentacion de algas gracias a un fondo cénico.
Pueden operar con luz natural o artificial.

Fotobiorreactor
Axénico

Disefiados para esterilizacion y uso restringido a laboratorios de
investigacion debido a altos costos de construccién y mantenimiento.

Fuente: (Torres, 2021)

2.2.7Cosechade microalgas
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La etapa de recuperacion o cosecha de biomasa de microalgas es considerada una de las mas
complejas y costosas (Agudelo-Rivera, 2020). Los principales meétodos empleados se
encuentran descritos en la tabla 7.

Tabla 7.

Principales métodos de cosecha de microalgas

Método Descripcion
Centrifugacion Método rapido y efectivo para separar la biomasa, aunque no es
econdmicamente viable a gran escala debido al consumo de energia

y equipos, puede dafar las estructuras celulares debido alas fuerzas
gravitatorias.

Filtracion Separacion sélido-liquido eficiente, especialmente para células
grandes como Spirulina. Costoso en términos de energia'y menos
eficaz para especies mas pequefias como Chlorella.

Flotacion Es un método de separacion basado en la gravedad donde se
introducen burbujas de aire que transportan las particulas sélidas
hacia la superficie del liquido.

Floculaciéon Consiste en la adicién de sales metélicas que reduce la carga
negativa de las microalgas, lo que da como resultado la formacion de
los fléculos.

Fuente: (Agudelo Rivera, 2020)

2.3 Depuracion con microalgas

2.3.1Fendmenos implicados en el tratamiento con microalgas

El tratamiento de las microalgas se rige por diversos fenbmenos y mecanismos, siendo los

siguientes los mas relevantes:

e Biosorcion
Es un proceso que se encuentra comprendido por la eliminacion de contaminantes mediante la
interaccion de grupos funcionales catiénicos y anidnicos, como amino, carboxilico, fosfato,
sulfonato, tiol, presentes en la superficie exterior de las células de microalgas (Xiong et al., 2021).
Estas agrupaciones facilitan la adsorcion de contaminantes, mediante la formacién de enlaces o
interacciones electrostaticas débiles; como las de Van der Waals, enlaces de hidrégeno y otras
interacciones débiles en este proceso de bhiosorcion (Mondal et al., 2019). Facilitando la
adsorcion de contaminantes en la superficie exterior de las células de microalgas, en
consecuencia, estos contaminantes quedan atrapados en la superficie celular, posibilitando su

eliminacién de los medios de cultivo (Xiong et al., 2021).
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e Bioacumulacion
Se desarrolla en tres etapas distintas: transporte pasivo, transporte pasivo facilitado y transporte

activo (Nishshanka et al., 2023). En el transporte pasivo, los contaminantes se desplazan desde
zonas de alta concentracion fuera de las células de las microalgas hacia areas de baja
concentracion dentro de las células, atravesando las membranas celulares (Xiong et al., 2021).
Durante el transporte facilitado pasivamente, las proteinas transportadoras proporcionan la
difusién de contaminantes, especialmente moléculas polares, hacia las células de microalgas
mediante las membranas celulares (Nishshanka et al., 2023). Por ultimo, el transporte activo
implica el movimiento propulsado por energia de contaminantes desde areas de menor

concentracion hacia areas de mayor concentracion (Mondal et al., 2019).

e Biotransformacion

También conocida como biodegradacién, se refiere a la accibn de enzimas
intracelulares/extracelulares secretadas por las microalgas, las cuales conducen a la conversién
de contaminantes téxicos en formas menos complejas y no toxicas (Nishshanka et al., 2023).
Este proceso es desarrollado por la capacidad enzimatica de las microalgas para transformar y
descomponer los contaminantes, convirtiéndoles en compuestos mAas seguros y menos

perjudiciales para el ambiente (Xiong et al., 2021).

Las microalgas son una excelente eleccion dentro del tratamiento de aguas domésticas por su
facil adaptabilidad, tolerancia y utilizacién de nitritos y fosfatos como fuente de alimento (Oscanoa
et al, 2021). Estas se encuentran caracterizadas por presentar altas tasas de reproduccion, gran
adaptabilidad a diferentes condiciones ambientales, un ciclo biolégico relativamente breve y una
alta eficiencia fotosintética; siendo capaces de convertir la energia solar en biomasa con una
eficiencia de dos a cinco veces mayor que las plantas superiores (Goméz-Luna et al., 2022).

Las microalgas poseen una gran cantidad de lipidos dentro de su cuerpo que pueden usarse
como materia prima para la produccion de biodiésel, debido a su alto contenido, por lo tanto, el
perfil de los &acidos grasos es ideal para biocombustibles de alta calidad y alta productividad
(Castillo et al., 2017). Las microalgas son de facil cultivo, tienen una alta eficiencia fotosintética
y su tasa de crecimiento es relativamente alta (Gémez-Luna etal., 2022). Ademas, las microalgas
pueden beneficiar al medio ambiente al secuestrar diéxido de carbono en la atmésfera, lo cual
contribuye a mitigar el cambio climatico (Tadeo-Sanchez et al., 2014). En este estudio nos
enfocaremos en el estudio de las especies Chlorella Vulgaris y Nannochloropsis sp.
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2.3.2Descripcion delas especies Chlorellavulgarisy Nannochloropsis sp.

e Chlorellavulgaris
Es una microalga unicelular de color verde, forma elipsoidal, tiene un tamafio entre los 5 a 10 pm

y con una estructura similar a las plantas superiores, conteniendo una pared celular, mitocondria
y cloroplastos (Coronado-Reyes et al., 2020). Caracterizada por una reproduccion asexual por
auto esporulacién en un tiempo aproximado de 24 horas (Safi et al., 2014). Su crecimiento rapido
puede ser en condiciones autotroficas, heterotréficas y mixotréficas (Garcia-Acevedo & Ortiz-
Fajardo, 2023).

La especie Chlorella vulgaris fue descrita en 1890 por el microbiélogo Martinus Willem Beijerinck,
quien obtuvo cultivos puros de esta microalga, siendo este el primer cultivo de microalgas
eucariotas (Gomez-Luna et al.,, 2022). A partir de entonces se desarroll6 el interés por sus
aplicaciones biotecnoldgicas (Camacho-Rodriguez et al., 2015), este género ha probado su
efectividad en la remocion de nitrégeno, fosforo, DQO (Infante et al., 2012). En la figura 4 se
presenta la imagen de la especie y la clasificacion taxondmica en la tabla 8. Ademas, en tabla 9

se exponen resultados de estudios realizados con Chlorella vulgaris para la remocion.

Tabla 8.

Resumen de la clasificacion taxonémica de la especie Chlorella vulgaris

Clasificacion taxondmicamente de Chlorella

vulgaris

Reino Protista
Division Chlorophyta

Clase Chlorophyceae
Orden Chlorococcales
Familia Oocytaceae
Genero Chlorella
Especie Chlorellawulgaris

Fuente: (Garcia Acevedo & Ortiz Fajardo, 2023)
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Figura 4. Fotografia de la especie Chlorella vulgaris tomada desde un microscopio

Tabla 9.

Resultados de estudios con Chlorella vulgaris

37

Autor

Resultado

Yousifetal.,
2022

En condiciones mixotroficas, la concentracion de biomasa alcanzo 1,26
g/L, mientras que en condiciones heterotroficas y autétrofas fue de 1,03
g/L y 0,96 g/L, respectivamente. La productividad diaria fue de 0,1108
g/L/dia en mixotrofico, 0,107 g/L/dia en heterotréfico y 0,106 g/L/dia en
autétrofo. Las tasas de eliminacion de nutrientes fueron del 98,5% para
nitrégeno total (TN) y >99% para fésforo total (TP) en mixotrofico, 96%
para TNy >99% para TP en heterotréfico, y 90% para TNy >99% para
TP en autotrofo.

Liang etal.,
2009

La concentracion de biomasa sin la adicion de CO- fue de 1,1 g/,
mientras que con la adicién de CO: alcanz6 1,46 g/L. La productividad
diaria fue de 0,076 g/L/dia sin CO.y 0,111 g/L/diacon CO..

Abedini
Najafabadietal.,
2015

En condiciones mixotroficas, la concentracion de biomasa fuede 0,77
g/L, comparado con 0,25 g/L en condiciones no mixotroficas.

e Nannochloropsis sp.
Es una especie unicelular con una forma que varia de subesférica a cilindrica y su tamafio oscila

aproximadamente en 4,9 a 6,3 micrometros y de 4,1-5,9 um de ancho (Mercado-Reyes &

Alvarez-Montero, 2022). Se caracteriza por su color que va del amarillo al verde, debido a la

presencia exclusiva de clorofila a y la ausencia total de clorofilas b y ¢, sin embargo, contiene

una variedad de pigmentos como la antoxantina, astaxantina y zeaxantina (Zanella & Vianello,

2020). El habitat de estas microalgas abarca desde aguas dulces hasta aguas salobres
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(Sanchez-Torres et al., 2008). En el Catalogo de microalgas y cianobacterias reportado por las
Reservas Ecologicas Buenaventura y Jorupe detalla que Nannochloropsis sp., fue descrita por
D. J. Hibberd en el afio 1981, ademas que estas poseen una alta concentracion de acidos
poliinsaturados, carecen de genes que permitan la meiosis y actualmente son utilizadas como
alimento para larvas de peces, crustaceos y otros organismos (Mercado-Reyes & Alvarez-
Montero, 2022). En las tablas 10 y 11 detalla la clasificacién taxon6mica y los resultados de

investigaciones del uso de estas microalgas para la depuracién del agua respectivamente. En la
figura 5 se ilustra la fotografia de Nannochloropsis sp.

Tabla 10.

Resumen de la clasificacion taxondmica de la especie Nannochloropsis sp.

Clasificacién taxondmicamente de Nannochloropsis

sp.
Reino Chromista
Division Ocrofitas
Clase Eustigmatophyceae
Orden Eustigmatales
Familia Monodopsidaceas
Género Nannochloropsis

Fuente: (Mercado-Reyes & Alvarez-Montero, 2022)

Figura 5. Fotografiatomada desde un microscopio de la especie Nannochloropsis sp.

Kimberly Maylee CarchiBrito - Camila Lisseth Guanga Tuquifiagui


https://ecuador.inaturalist.org/taxa/48221-Ochrophyta
https://ecuador.inaturalist.org/taxa/959284-Monodopsidaceae

UCUENCA 39

Tabla 11.
Resultados de estudios con Nannochloropsis sp.
Resultados de estudios sobre la Nannochloropsis
Cita Resultado
(Mhedhbietal., Para Nannochloropsis gaditana la eliminacion de nitrogeno total
2020) Kjeldahl (TKN), fosforo total (TP) y demanda quimica de oxigeno

(DQO) alcanzé el 80%, 75% y 80%, respectivamente, en agua estéril.
En agua no estéril, las tasas de eliminacion fueron del 53% para
DQO, 78% para TKNy 47% para TP.

(Peng etal., 2020) En la Nannochloropsis sp. mayor biomasa de algas se obtuvo a un
pH de 9,0 (044 g/L), temperatura de 35 °C (0,63 g/L) y una
concentracién de CO: del 5% (2,27 g/L). La produccién maxima de
lipidos se logré a pH 6,0 (108,2 mg/L), 35 °C (134,6 mg/L) y 5% de
CO:(782,7 mg/L).

(Sirin & Sillanpaa, Los cultivos aireados de Nannochloropsis oculata mostraron tasas de

2015) crecimiento de 0,37-0,45. Se lograron altas tasas de eliminacién de
nitrégeno total (TN) y fésforo total (TP), en el rango del 74% al 90%.

(Montero-Sanchezet Para la microalga Nannochloropsis sp., la productividad de biomasa
al., 2012) fue significativamente menor, con resultados de 0,003 a 0,09 g/L por
dia.

2.3.4Factores de influenciay condiciones 6ptimas para el cultivo de microalgas

Las microalgas pueden crecer durante todo el afio cuando la temperatura, la luz, el agua y los
nutrientes son suficientes, no compiten con la produccion de alimentos y pueden cultivarse en
aguas residuales utilizando los nutrientes disueltos en ellas (Salas-Herrera et al., 2015).

e [Efectodelaluz

Este aspecto es importante a contemplar cuando se cultivan especies de microalgas, debido a
gue laacumulacién de lipidos se ve afectada por la exposicion del cultivo a diferentes condiciones
de luz; por lo tanto, se debe tener en cuenta su intensidad, caracteristicas espectrales asi también
se debe crear un fotoperiodo (Arias et al, 2013). La intensidad de la luz afecta significativamente
la actividad fotosintética, el contenido de pigmentos y la composicion quimica de las microalgas
(Abalde et al., 1995). La luz, que es emitida por lamparas fluorescentes y por LED's, puede
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proporcionar las condiciones necesarias para realizar las funciones metabdlicas de las
microalgas, quienes en promedio necesitan 2500 Ix de forma homogénea (Santos-Montes et al.,
2014).

opH

Las microalgas tienen diferentes requisitos de pH para un crecimiento éptimo. A pH alcalino, la
disponibilidad de CO: disminuye (Mufiiz, 2019). Los niveles de pH ideales para la mayoria de los
cultivos de microalgas estan entre 7 y 9 (Khor et al., 2022). El rango de pH para las operaciones

de cultivo se puede controlar en un sistema cerrado utilizando aire enriqguecido con CO2 (Mufiiz,

2019).

e Temperatura

Las variaciones en la temperatura provocan cambios en la tasa de crecimiento celular, el
contenido de lipidos, asi como en la composiciéon de &cidos grasos (Arias et al, 2013). Ademas,
afecta las reacciones celulares y también los requerimientos nutricionales y la composicion de la
biomasa (Moronta et al.,2006). La temperatura 6ptima para el crecimiento de las microalgas suele
estar entre 20y 24 °C, sin embargo, estos valores pueden variar (Mufiiz, 2019).

El crecimiento de Chlorella se ve afectado por temperaturas superiores a 35 °C. Cambiar la
temperatura de 30 °C a 25 °C aumenta el contenido de lipidos del 5,9% al 14,7%, la tasa de
crecimiento no se ve afectada a estas temperaturas por lo que la productividad del lote aumento
de 8 mg/L*d a 20 mg/L*d (Arias et al, 2013).

e Nutrientes
Los compuestos de nitrogeno (nitritos y nitratos), compuestos de fésforo (fosfatos y otras formas

de fosforo) asi como sustancias con contenido de carbono, son nutrientes que provocan el
crecimiento de microalgas para formar su biomasa y fomentar el crecimiento de diversos
microorganismos en las aguas superficiales (Beltran-Rocha et al., 2017). Es asi que el nitrégeno
lo asimwOilan en forma de amoniaco, nitrato y nitrito, también es posible la eliminacién de diéxido
de carbono, dado que es un sustrato fotosintético (SAnchez-Ortiz, 2022).

El agua residual representa inconvenientes respecto a la presencia de cantidades altas de
nutrientes, como nitratos y fosfatos, llegando a desencadenar problemas de eutrofizacion en los
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cuerpos receptores (Vantarakis, 2021). Por lo tanto, la reduccién de estos parametros es
fundamental en este sentido su eliminacion es posible mediante el empleo de microalgas (Luque-
Tumiri, 2020).

¢ Demandaquimicade oxigeno (DQO)

Indica el contenido de materia organica que esta presente en el agua. Se utiliza para medir el
oxigeno equivalente a la materia organica oxidable utilizando reactivos oxidables (Bridgewater et
al., 2017). Generalmente, se emplea el dicromato de potasio, dado su papel de agente oxidante
capaz de oxidar casi todos los compuestos organicos (excepto los acidos grasos de peso
molecular bajo), se utilizan ampliamente para medir la materia organica en aguas residuales
urbanas e industriales (Raffo-Lecca & Ruiz-Lizama, 2014).

La presencia de microalgas reduce la concentracién de nutrientes en el agua, lo que también
reduce la DQO (God, 2020).

2.3.5Cinéticade crecimiento de las microalgas
En un cultivo de microalgas, el periodo de crecimiento se efectlia en cinco etapas de desarrollo,
como se observa en la figura 6, cada etapa tiene un conjunto de sucesos relacionados con el
metabolismo del microorganismo. En la primera fase, las microalgas sufren un proceso de
adaptacion al nuevo entorno y nuevas condiciones de cultivo con crecimiento neto nulo y de corta
duracion (Garcia-Romeral et al., 2017). En esta etapa, el uso de fotobiorreactores debe centrarse
principalmente en maximizar el uso de la luz solar, suministrar continuamente el CO», asi como

mantener el control del pHy la temperatura de los cultivos (Ramirez-Duque, 2017).

Una vez completa la adaptacion, la division celular se aceleray la poblacién de microalgas crece
exponencialmente, esta fase es conocida como de crecimiento (Garcia-Romeral et al., 2017). En
esta el suministro de nutrientes y las condiciones Optimas de cultivo delimitan la tasa de
crecimiento maxima, como se visualiza en la fase 2 de la figura 6. Este crecimiento exponencial
comienza a dificultar la disponibilidad de nutrientes y luz al cultivo, por la competencia, lo que
hace que las células se dividan mas lentamente, ocasionando que el cultivo entre en una fase de
retardo, en un sistema cerrado (fotobiorreactor) existen las condiciones para prolongar esta fase
representada con elnimero 3 enla figura 6 con suministro de CO- y exposicion de luz constante
(Ramirez-Duque, 2017)
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Posteriormente, continla con la etapa estacionaria, donde se alcanza un equilibrio dinamico
entre la tasa reproductiva y la muerte celular, esta es relativamente corta y esta asociada con la
falta de nutrientes (Amay-Jimenez, 2022). Expresada con el nimero 4 en la siguiente figura.
Finalmente, esta la etapa de muerte o declive, donde la tasa de mortalidad de la poblacién supera
la tasa de crecimiento se presentacon el numero 5 (Ramirez-Duque, 2017).

3 _

& 71 .

Namero (Log) de células/ml

Tiempo

Figura 6. Curva de crecimiento tipica para unapoblacion de microalgas muestra las distintas
fases de desarrollo de la poblacion, representadas mediante el logaritmo natural (In) de la
cantidad de células en el cultivo.

Fuente: (Ramirez-Duque, 2017)

Con respecto a la eliminacion del nitrégeno y fosforo del agua residual, lo importante no es la
velocidad a la que crecen las microalgas sino la velocidad a las que las microalgas consumen el
nitrogeno y fésforo, ya que notodos los nutrientes consumidos por las microalgas son empleados
para crecer (Haro & Perales, 2015). Las microalgas tienden a consumir nitrogeno y fésforo en
exceso, proceso conocido como “luxury uptake” (Powell et al., 2009).

Este término se refiere al fendmeno por el cual las microalgas almacenan nutrientes cuando
estan disponibles, para utilizarlos en periodos de escasez o condiciones de estrés; la limitacion
de nutrientes provoca un aumento en la acumulacion de lipidos (Sforza et al., 2018). Este
comportamiento es beneficioso para la produccion de biocombustibles, ya que permite aumentar

la concentracion de lipidos en las células de microalgas, los cuales pueden ser extraidos y
convertidos en biodiésel (Figueroa-Torreset al., 2021).
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2.3.6Viabilidad de las microalgas como fertilizante

La biomasa algal tiene una amplia gama de aplicaciones, desde bio fertilizantes hasta la
produccion de biocombustibles, pudiendo utilizarse también para alimentaciéon animal y humana,
asi como productos biotecnologicos en medicina, farmacia y/o cosmética como se observa en la
figura 7 (Hernandez-Pérez & Labbé, 2014).

La figura 7 ilustra el uso de sistemas de cultivo de microalgas simbidticas en el tratamiento de
aguas residuales agricolas y agroindustriales (Lakshmikandan et al., 2024). En la parte izquierda
de la imagen, se destacan los beneficios de implementar sistemas de cultivo simbidtico de
microalgas en el tratamiento de aguas residuales (Wei et al., 2023). Estos sistemas ofrecen una
mayor eficiencia en la remocion de nutrientes como el nitrégeno y el fésforo, lo cual es crucial

para evitar la eutrofizacion de cuerpos de agua receptores (Vantarakis, 2021).

Ademas, la sinergia entre las microalgas y otros organismos presentes en el sistema aumenta la
productividad de la biomasa, proporcionando una fuente sostenible de materia organica
(Ramanan et al., 2016). Los sistemas simbioticos también presentan una mayor resiliencia frente
a fluctuaciones ambientales y contaminaciones eventuales, lo que los hace mas estables en
comparacién con sistemas tradicionales (Zhou et al., 2016). Un aspecto innovador es la
bioelectrificaciéon, donde ciertas microalgas y bacterias generan electricidad a partir de la materia
organica presente en el agua residual, contribuyendo asi a la produccién de energia renovable
(Dasetal., 2022).

En la parte derecha de la imagen, se abordan los desafios asociados con estos sistemas y los
productos derivados de la biomasa generada. Un desafio significativo es que la biomasa
producida puede contener contaminantes o toxinas que deben ser tratados antes de su uso. Esto
requiere un monitoreo constante para asegurar que las relaciones simbiéticas entre las especies

de microalgas y bacterias se mantengan 6ptimas y eficaces.

A pesar de estos desafios, los productos derivados de la biomasa tienen un alto potencial. La
biomasa de microalgas puede ser utilizada como fertilizante biolégico, mejorando la calidad del
suelo y reduciendo la necesidad de fertilizantes quimicos. Otro subproducto es el biochar, que
se utiliza para mejorar las propiedades del suelo y secuestrar carbono, contribuyendo asi a la

mitigacion del cambio climatico.
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Figura 7. Imagen ilustrativa explica los procesos de las microalgas parala depuracion del agua
y el uso final de la biomasa.
Fuente: (Lakshmikandan et al., 2024)

Debido al uso excesivo de fertilizantes quimicos empleados en la agricultura ha provocado la
contaminacion y degradacion del suelo; reduccion de la fertilidad en cultivos (Abdullah et al.,
2021). Especificamente se convierten en un precursor en la infertilidad de los suelos a largo
plazo, por ende, altera los sistemas bioldgicos de las plantas y la reduccion de microorganismos

favorecedores a los cultivos (Ajeng et al., 2022).

Por lo que, el uso de biofertilizantes a partir de microalgas, es una alternativa para el manejo
sustentable del suelo y la fertilizacion de cultivos, ya que estas microalgas favorecen el
crecimiento de las plantas, debido a su capacidad de inmovilizacién de los macro y
micronutrientes mediante los procesos bioquimicos, produccion de compuestos bioactivos,
crecimiento de hormonas entre otros (Ajeng et al., 2022). De esta manera reduce los costos de
produccion, asi como la minimizacién de las consecuencias ambientales por el uso excesivo de

fertilizantes sintéticos (Soto et al, 2020).
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Los biofertilizantes pueden ser solidos o liquidos, en el suelo mejoran en la retencion de agua,

45

porosidad del suelo y la produccion de giberelinas y aminoacidos (Rodriguez et al., 2006).

Basado en sus principales propiedades que son el secuestro de dioxido de carbono vy la fijacion

de nitrogeno (Elbert et al., 2012). La utilidad de las microalgas continta después de su vida Util,

ya que, son capaces de secretar sustancias que ayudan a la recuperacion de nutrientes en el

suelo y la movilizacion de fosfatos inorganicos (Chatterjee et al, 2017).

Las microalgas como fertilizantes han presentado una serie de ventajas en distintos cultivos,

como son la mejorade la calidad de los cultivos, aumento de la defensa contra patdgenos, mejora

la calidad del fruto, aumento del rendimiento en los cultivos, el aceleramiento de germinacion

entre otros. A continuacion, en la tabla 12 se detalla estudios realizados a cultivos

experimentando con el biofertilizante a partir de Chlorella vulgaris.

Tabla 12.

Efectos en las hortalizas después del empleo de biofertilizante a partir de microalgas

Cultivo

Especie Efecto

Estudio

Solanum

lycopersicum

Chlorellavulgaris Raices mejoradasy fortalecidas

y crecimiento de brotes.

(Bumandalai &
Tserennadmid, 2019)

(Tomate) . 7
Mejora en la calidad y Ozdemiretal. (2016)
rendimiento del crecimiento.
Cucumis Chlorellavulgaris Beneficia el crecimiento de (Bumandalai &
sativus raices. (Bumandalai &
(Pepino) Tserennadmid, 2019)
Lactuca sativa  Chlorellavulgaris Disminuye la absorcion de Ergun etal. (2018)
(Lechuga) minerales

Fuente: (Zheng et al, 2024)
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3. Metodologia

3.1 Obtencionde las especies demicroalgas y aguaresidual doméstica
3.1.1 Tomade muestras del agua residual

e Sitio de recoleccién de las muestras de agua residual
El estudio se realizé a partir de las muestras de agua residual doméstica recolectadas en el pozo

séptico de una vivienda habitada por 5 personas, en la parroquia Bafios del canton de Cuenca.
La ubicacion se encuentra aproximadamente a 30 minutos del centro de la ciudad en vehiculo
en las coordenadas 2° 55' 01.8" N; 79° 03' 27.2" W. Es importante destacar que esta vivienda no
cuenta con servicio de alcantarillado publico. En la figura 8 se ilustra el mapa del sitio donde se
recolectaron las muestras de agua.
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Figura 8. Mapa del sitio donde se recolecto las muestras
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Anteriormente, en este sitio se implementd un sistema de tratamiento de aguas residuales que
consiste en una fosa séptica con tres compartimientos, un vermifiltro y un humedal artificial que
formaba parte del programa “Plan Piloto para Evaluacién de Sistemas Altemativos de

Saneamiento y Restauracion de Cuerpos Hidricos en el Cantéon Cuenca” (Parra, 2023).

e Procedimiento paralatomade muestras

Para la recoleccion de muestras, primero se reviso la norma NTE INEN 2169, correspondiente a
AGUA. CALIDAD DEL AGUA, MUESTREO, MANEJO Y CONSERVACION DE MUESTRAS, con
el fin de conocer las especificaciones de toma y conservacion de las muestras destinadas para
la medicion de los parametros: nitritos, nitratos, amoniaco, fosforo y DQO.

Posteriormente, se acudi6 al sitio de recoleccion y se tomaron las muestras de agua del primer
compartimiento de la fosa séptica en botellas plasticas de 1 litro de capacidad siguiendo la
normativa previamente mencionada. Luego, estas botellas fueron rotuladas y almacenadas en
un cooler con hielo, como se observa en el Anexo 2. Finalmente, las muestras se trasladaron al
laboratorio de calidad de agua en el Campus Balzay, donde se mantuvieron a una temperatura
de 5°C hasta ser utilizadas en los ensayos.

Este procedimiento se repitié para cada uno de los ensayos de esta investigacion: variacion de
intensidad luminica Chlorella vulgaris, variacion de la concentracion de biomasa inicial Chlorella
wulgaris, variacion de intensidad luminica Nannochloropsis sp y variacion de la concentracion de

biomasa inicial Nannochloropsis sp.

3.1.2Obtencion del cultivomicroalgas de las microalgas Chlorellavulgarisy
Nannochloropsis sp.

Los cultivos de microalgas de las especies Chlorella vulgaris y Nannochloropsis sp., fueron
obtenidos en el departamento de Biociencias de la Universidad de Cuenca. Las microalgas se
cultivaron en un sistema cerrado utilizando botellas de vidrio de borosilicato (Corning Pyrex®,
modelo 2L, Alemania). Estas se encontraban adaptadas a un compresor de aire (Jad Aquarium,
modelo ACQ-012, Taiwan), suministra una potencia de 105 vatios, con una frecuencia de 60 Hz,
una presion de 0.034 MPa y un caudal de 170 L/min. Las botellas se colocaron sobre agitadores
magnéticos (Cole-Parmer Lab Companion, modelo MS-12BB, Corea) (Romero, 2019).

La especie Chlorella vulgaris, fue cultivada en medio liquido Wright's Cryptophyte (WC) para
especies de agua dulce, y Nannochloropsis sp., en medio f/2 para especies marinas. Las
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condiciones de cultivo consistieron en un fotoperiodo para Chlorella vulgaris de 14:10 h de
luz/oscuridad y para Nannochloropsis 10:14 h de luz/oscuridad con luz fluorescente (ltalight) a
2300 luxes de intensidad medidos con un luxémetro Cole-Parmer Sper Scientific, (modelo
840020, USA), ademas de una concentracién doble de nutrientes N y P (170.02 g/L NaNO3,
17.42 g/L K2HPO4 para Chlorella vulgaris y para Nannochloropsis sp. 150 g/L NaNO3, 10 g/L
NaH2PO4+H20), la temperatura ambiental fue de 30°C (termdmetro Fisher Scientific™, USA),
sometidas a agitacion constante de 150 rpm y aireacion continua de 20 L/min a través de un filtro
de fibra de vidrio Hepa-Vent (Whatman™, USA) que provee aire esterilizado (Romero, 2019).

3.2 Disefio e implementacion del montaje experimental

El disefio para el cultivo de las microalgas en el cual se efectia el proceso del tratamiento de

agua residual doméstica se construy6 a escala de laboratorio y consiste en:

Una caja de madera de 9 mm de espesor, con dimensiones de 50 cm de profundidad, 50 cm de
altura y 100 cm de longitud. En el interior, se realizé6 una division a los 50 cm de largo, para

obtener dos camaras de ensayo.

Matraces Erlenmeyer de 500 ml para los ensayos a distintas intensidades de luz y de 1000 ml

para los ensayos donde las concentraciones iniciales son diferentes.

Sistema de aeracion: suministro de aire en el fondo del matraz mediante mangueras que
dispersaban el aire. Para ello se emple6 una bomba de aire (Jad Aquarium, modelo Sc-7500,
Taiwan) de dimensiones 9,5 cm de largo x 7,0 cm de alto x 14,2 cm de profundidad, con dos
salidas cada ella con un flujo de 3 litro por minuto. Este sistema se activo solo en los ensayos de

concentracion.

Sistema de agitacion: el primero fue la inyeccion de aire, ademas, de un agitador BOECO
(modelo MSH420, Alemania) conjunto con las respectivas pastillas.

Sistema de iluminacién: la iluminaria se proporcion6 por 16 tubos LED T8 luz blanca marca
LEDSCOME de 10 W cada una distribuyéndolos en dos grupos de 8 lamparas para cada
compartimiento, posicionadas verticalmente alrededor de los matraces, formando una especie
de jaula de luz, para distribuirla uniformemente alrededor de los matraces, y de un diametro

interior de 22 cm.

El montaje fue implementado tal como se aprecia en la figura 9.
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Figura9. Montaje experimental del fotobiorreactor implementado.

3.3 Procedimiento de los ensayos de variacién de laintensidad luminica

Para estos ensayos, se utilizd la variacion de la intensidad luminica relacionada con el numero
de lamparas encendidas (tubos led), la figura 10 presenta la vista isométrica y la distribucion de
la iluminacién en el montaje experimental. En la figura 11, los circulos amarillos indican la
ubicacion precisa de las lamparas dentro del fotobiorreactor. Los ensayos se llevaron a cabo con
distintas configuraciones de luz, con 8, 6 y 4 lamparas encendidas. En el apartado sobre la
medicion de la intensidad luminosa media, se detallan las mediciones en luxes y PAR (radiacion
fotosintéticamente activa) de la iluminacion.
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VISTA ISOMETRICA

Figura 10. Vista en isométrica del disefio de iluminacién
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Figura 11. Vista en planta del disefio de iluminacién
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3.3.1Medicién de laintensidad luminicamedia

La intensidad luminica proporcionada por los tubos led alrededor de los matraces fue medida con
un luxémetro digital (smart sensor modelo AS803, China). Las mediciones se realizaron
colocando el luxémetro en la pared del matraz en ocho posiciones diferente de acuerdo al angulo
de posicion del tubo led.

La medicion de la luz para la fotosintesis debe expresarse en unidades cuanticas de pmol/m?/s
de PAR (radiacion fotosintéticamente activa), no en unidades de iluminacion footcandles o lux,
por lo que una conversion de footcandle a luxes tiene una equivalencia de 10,764 lux = 1
footcandle) (Houser, 2019), sin embargo, el factor de conversién de luxes a radiacion PAR,
depende de la fuente de luz, en este caso se utilizaron luces LED, y no hay registros de un factor
de conversién para estas luces. Por lo que para encontrar la intensidad en pmol/m?/s se busco

en literatura la equivalencia de acuerdo a la potencia eléctrica.

Para convertir la iluminacion de luxes a pmol/m?/s se tiene que dividir por el factor de conversion
para la fuente de luz adecuada, segun (Guanuchi,2018) cada lampara led de 10 W equivale a 60
umol/mé/s, los valores de intensidad tanto en luxes como en pmol/m2/s utilizados respectivos

ensayos se presentan en la tabla 13.

Tabla 13.

Las diferentes intensidades en base al nimero de lamparas y su respectiva cantidad de
iluminacién en PAR (radiacion fotosintéticamente activa).

Intensidad N° de ldmparas Cantidad media de PAR
encendidas Luxes (umol/m?/s)

Alta 8 5073 480

Media 6 4739 360

Baja 4 4301 240

3.3.2Desarrollo de los ensayos
Previamente, se realizO una caracterizacion inicial del agua residual recolectada, esta consistio
en la medicién de las concentraciones iniciales de los parametros: nitritos, nitratos, fosfatos y

amoniaco mediante los métodos descritos en la tabla 15.

Se colocaron 500 ml de agua residual en cada uno de los dos matraces Erlenmeyer, ademas a
cadamatraz se le agregaron 0,3 mlde biomasa fresca de microalgas a utilizar para cada ensayo,
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es decir en el primer ensayo se utilizaron 0,6 ml de Chlorella vulgaris y posteriormente en el otro
ensayo se colocaron 0,6 ml de Nannochloropsis sp. obtenidas del laboratorio de Biociencias de
la universidad de Cuenca. Cada matraz se coloco en el respectivo compartimiento dentro del
fotobiorreactor, sobre los agitadores magnéticos BOECO (MSH420), para el ensayo
correspondiente a una intensidad luminica de 480 pmol/m2/s equivalente a 8 lamparas

encendidas en cada compartimiento.

Con agitacion constante, las microalgas se mantuvieron en contacto con el agua residual durante
200 minutos. Se tomo una muestra de 50 ml de cada matraz a intervalos de 20 minutos: la
primera muestra a los 20 minutos, la segunda a los 40 minutos, la tercera a los 60 minutos, la
cuarta a los 80 minutos, y ultima a los 200 minutos., teniendo un total de 5 muestras, con sus
respectivos duplicados. Ademas, se midi6 la densidad 6ptica 680 nm en el momento inicial que
se afadieron las microalgas y cada vez que se tomaba una muestra. La explicacion de la
metodologia para la medicion y analisis de estas muestras se detallaran mas a fondo en el
apartado de 3.5 Mediciones de la presente investigacion. Este procedimiento ejecutado para 480
pumol/m?/s se repitié en a las diferentes intensidades luminicas de 360 y 240 pumol/m?/s es decir
a 6 y 4 lamparas encendidas respectivamente. En la figura 12 gréfico ilustrativo del orden de los

ensayos realizados con variacion de intensidad luminica.

Variacion en la intensidad de luz

Chlorella Nannochloropsis
vulgaris || sp

Matraz 1 (500 ml)

Matraz 1 (500 ml)
} Intensidad 480 |- Ensayo 1 - > Ensayo 4 Lp| Intensidad 480

Matraz 2 (500 ml)
Matraz 1 (500 ml) Matraz 1 (500 ml)
]— Intensidad 360 |t Ensayo 2 — Ensayo 5 | Intensidad 360 {

Matraz 2 (500 ml) Matraz 2 (500 ml)
Matraz 1 (500 ml) Matraz 1 (500 ml)
} Intensidad 240 |<a— Ensayo 3 < —> Ensayo 6 | Intensidad 240 {

Matraz 2 (500 ml) Matraz 2 (500 ml)

Figura 12. Organizador grafico correspondiente a los ensayos realizados con variacion de
intensidad luminica.

‘_L*

Matraz 2 (500 ml)
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3.4 Procedimiento de los ensayos de lavariacion de laconcentracién de la biomasa
inicial

La densidad de la biomasa puede influir significativamente en el rendimiento del cultivo,
generando un efecto de autosombra, donde las microalgas en la superficie bloquean la luz para
aquellas mas profundas en el reactor, reduciendo la disponibilidad de luz y afectando
negativamente la fotosintesis, el crecimiento y la productividad del cultivo (Guzman-Palomino,
2023). Por el cual, esta etapa tiene como objetivo comparar el crecimiento y la capacidad de las
microalgas para eliminar contaminantes del agua residual en diferentes concentraciones iniciales

de biomasa, con el fin de determinar en cual de estas las microalgas se desarrollan mejor.

Para la determinacién del tiempo de cultivo en este ensayo, se siguié las recomendaciones de
Rodriguez & Arias (2019), por lo que el tiempo de cultivo se extendié a 7 dias. Ademas, se
condicionaron a fotoperiodos de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad dentro del
fotobiorreactor, de acuerdo a lo descrito Xie et al (2018). A una intensidad luminica de 240

pHmol/m3/s.

3.4.1Desarrollo de los ensayos
Primero, se llevd a cabo una caracterizacion del agua residual recolectada. Esto implicé la
medicién de las concentraciones iniciales de nitritos, nitratos, fosfatos y amoniaco utilizando los

métodos descritos en la tabla 15.

Para establecer las concentraciones iniciales: una mayor y otra menor, para cada especie de
microalgas. Para el ensayo 1 (figura 13) se utilizaron dos matraces Erlenmeyer, cada uno con
1000 ml con agua residual domeéstica y se incorporaron dos diferentes cantidades de biomasa
fresca: 0,4 mililitros y 0,9 mililitros respectivamente en cada matraz, se agito manualmente y se
tomo6 una muestra para la medicion de las densidades Opticas 680 nm, las cuales se describen
en la tabla 14, estas fueron ingresadas en la ecuacion 1, para determinar su concentracion en
g/L. Este procedimiento se realizd de manera similar tanto para el ensayo 2 correspondientes a
la réplica del ensayo 1 de Chlorella wulgaris, como para los ensayos correspondientes a
Nannochloropsis sp y su respectivo duplicado. Estos valores sirvieron como punto de referencia
para evaluar el crecimiento y la eficiencia de las microalgas en la eliminacion de contaminantes

alo largo del experimento.

Posteriormente, los matraces se colocaron sobre los agitadores y se conectaron al sistema de
aireacion, sellando el cuello de cada matraz con cinta parafiim. Tal como se explico

anteriormente, el cultivo tuvo una duracién de 7 dias. Se realizaron tomas de muestras a las 24,
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48, 96 y 144 horas. En estas muestras se analizaron el crecimiento de la biomasa mediante la
densidad oOptica 680 nm y las concentraciones de nitritos, nitratos, fosfatos y amoniaco, con su
respectivo tratamiento previo tal como se detalla en el apartado 3.5 correspondiente a
Mediciones. Con un total de 16 muestras de Chlorella vulgaris y 16 para Nannochloropsis sp.
Para una mejor comprension de los ensayos realizados, en la figura 13 se ilustra un organizador
grafico de los ensayos. En la tabla 14 se presenta las densidades opticas en unidades de
absorbancia (Abs) iniciales mayor y menor para cada una de las especies de microalgas que
representa unacantidad de concentracion de biomasa.

Tabla 14.

Densidades 6pticas iniciales mayor y menor para cada unade las especies de microalgas

Chlorellavulgaris Nannochloropsis sp.
Densidad 6ptica Densidad 6ptica Densidad 6ptica Densidad 6ptica
Mayor Menor Mayor Menor
0,410 Abs 0,158 Abs 0.275 Abs 0.165 Abs

Variacion de la concentracién
de la biomasa inicial

l

Chlorella vulgaris Nannochloropsis sp
Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Ensayo 4

Concentracion Concentracion Concentracién Concentracion Concentracion Concentracién Concentracién Concentracion

de biomasa inicial de de biomasa inicial de de biomasa inicial de de biomasa inicial de
inicial menor biomasa mayor inicial menor biomasa mayor inicial menor biomasa mayor inicial menor biomasa mayor

Muestra Muestra Raplica Réplica Muestra Muestra Réplica Réplica

Con.Me Con.Ma Con.Me Con.Ma Con.Me Con.Ma Con.Me Con.Ma

Matraz Matraz Matraz Matraz Matraz Matraz Matraz Matraz

(1000ml) (1000mly (1000ml) (1000ml) (1000ml) (1000ml) (1000ml) (12000ml)

Figura 13. Organizador grafico correspondiente a los ensayos realzados con variacion de
concentraciones de biomasa inicial.
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3.5 Mediciones

3.5.1Monitorizaciéndel crecimientode la biomasa
La medicion de la densidad 6ptica 680 nm es proporcional a la concentracion de las microalgas
en el cultivo (Vacca-Jimeno et al., 2017). La estimacion de la concentracion celular se la puede
realizar de forma indirecta, para ello se hacen mediciones de la densidad Optica de cada muestra.
Para ello es necesario configurar previamente el espectrofotometro (modelo DR2800, Hach). La
principal ventaja de este método es la rapidez de lectura en determinadas longitudes de onda
(Alfaro et al., 2016).

Para monitorear el crecimiento de la biomasa, se midi6 la densidad optica a 680 nm. Esta
medicion se realiza utilizando un espectrofotometro (modelo DR2800, Hach), en el cual primero
se establece un blanco, en este caso agua destilada, que se ajusta a un valor de cero.
Posteriormente, se coloca la muestra en la celda del espectrofotometro y se mide su densidad

Optica.

Para los ensayos de variacion de la intensidad luminica, ladensidad 6ptica para Nannochloropsis
sp., se midié tomando una muestra de la mezcla de agua residual y microalgas al minuto cero de
cada ensayo, es decir, dos muestras iniciales a una intensidad de 480 pmol/m?/s, uno por cada
matraz, posteriormente, las muestras se tomaron a intervalos de 20, 40, 60, 80 y 200 minutos, y
luego de ser medidas, se devolvian al ensayo. En total, se realizaron 36 mediciones de
crecimiento de biomasa a intensidades luminicas de 480 pumol/m2/s, 360 pumol/m2/s y 240
pumol/m?/s, con 12 mediciones por cada intensidad luminica, mientras que para Chlorella vulgaris
se tomaron 30 mediciones correspondientes a los intervalos de 20, 40, 60, 80 y 200 minutos de

cada intensidad luminica.

Para los ensayos de variacion de la concentracion inicial de biomasa, se tomé una muestra inicial
al minuto cero. Posteriormente, se tomdé una muestra de cada matraz cada dia de monitoreo, lo
gue consistid en mediciones a las 24, 48, 96 y 144 horas. Dado que el ensayo se realizd por
duplicado, se realizaron 20 mediciones para la variacion de la concentracion inicial de biomasa
de Chlorella wulgaris y 20 para Nannochloropsis sp. Debido a que se suman las muestras al

minuto cero.

Mediante busqueda bibliografica se obtiene la ecuaciébn 1 que sirve para el calculo de la
concentracion de la biomasa (N) en g/L con el de mejorar el reporte de los resultados, la ecuacién
utilizada se presenta a continuacion (Abedini-Najafabadi et al., 2015):
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Ecuaci6én 1

L]
O (5) = D[sgo X 0,628

Ademas, se calculd el valor de la tasa de crecimiento o productividad de las microalgas, se

empleo en la siguiente ecuacion previamente utilizada en el estudio realizado por Yousif, 2022:

Ecuacién 2

000, -000,
o= I

u(oinT) =

Donde las variables se expresan Ni concentracién inicial de la biomasa en un tiempo t1y No
concentracion final de la biomasa en un t», posteriormente al calculo de tasa de crecimiento se
obtuvo el valor del tiempo de duplicacion, el cual, debe ser calculado en su fase exponencial,
para ello se empleo la siguiente ecuacion (Mikschofsky et al., 2009):

Ecuacién 3

. Ih(2
o000 ——

0y = H
3.5.2Proceso previode lamedicion de los parametros quimicos

La medicién de parametros en el agua con microalgas presenta desafios debido a la gran
cantidad de microalgas suspendidas, lo que requiere su separacion (Huang et al., 2023). Este
proceso es complicado por el tamafo de las microalgas, que varia entre 2 y 30 ym, y su
capacidad de floculacién. Existen varios métodos para lograr esta separacion, incluyendo
procesos quimicos, eléctricos y mecéanicos. Entre estos, destacan la centrifugacién, filtracion,
sedimentacion, flotacion y floculacion (Antolinez & Acosta, 2022).

Para el tratamiento de las muestras tomadas en cada intervalo, se seleccion6 un meétodo
mecénico, que consiste en la centrifugacion y filtracion. Se utiliza la fuerza centrifuga para
separar los sélidos de los liquidos, aprovechando la diferencia de densidad vy la fuerza rotativa.
El tiempo de centrifugacion empleado fue de 15 minutos a 3000 rpm, conforme a la bibliografia
(Oliveira et al., 2017). La centrifugadora empleada fue una IEC centra CL2. El liquido
sobrenadante se filtr6 utilizando papel filtro Carl schleicher de diametro de 15 cm de 125 ymy
filtros de jeringa Minisart de 0,20 um, como se muestra en las figuras 14 y 15 de acuerdo al
parametro de interés, la figura 16 ilustra el procedimiento de manera grafica, posteriormente el
agua filtrada fue colocada en tubos falcon de 15 ml, para su andlisis quimico.
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Figura 15. Utilizacion de los filtros de jeringa Minisart.
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Muestra de:
agua residual + microalgas

Y

Centrifugado

l

¢ Que parametros T — . I:_lltradra_c_on | N
desea medir? Q0 —| Jeringa Minisart »| Método analitico
' de 0.20 ym

NITRITOS, NITRATOS,AMONIACO

{

Filtrado con papel filtro Carl
schleicher

\

Método analitico

Figura 16. Diagrama de flujo del proceso previo a los andlisis quimicos

La cantidad de muestras analizadas en por este proceso previo fueron las siguientes:

e Para los ensayos de variacion en la intensidad luminica, se analizaron 10 muestras para
cada intensidad (480 umol/mz/s, 360 umol/m3/s y 240 pumol/m2/s) en el caso de Chlorella
wulgaris, y de manera similar, 10 muestras para cada intensidad en el caso de

Nannochloropsis sp.

e Para los ensayos de variacidon en la concentracién inicial de biomasa, se analizaron 8
muestras para la concentracion de biomasa inicial menor y 8 muestras para la
concentracién de biomasa inicial mayor de Nannochloropsis sp, y de manera similar, 8
muestras para la concentracion de biomasa inicial menor y 8 muestras para la
concentracion de biomasa inicial mayor de Chlorella vulgaris.
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3.5.3 Metodologias empleadas parala medicion de los parametros quimicos

3.5.3.1 Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)

La DQO es la medida de la cantidad de oxigeno requerida para oxidar la materia organica
presente en elagua bajo condiciones especificas de operacion. Este parametro indica la cantidad
de contaminantes en el agua residual que pueden ser oxidados quimicamente (O. Sanchez et
al., 2007). En el proceso de la determinacion de DQO, se emplearon dos viales que contenian
una mezcla de reactivos compuesta por dicromato potasico, acido sulfdrico, sulfato de plata y

mercurio.

En el primer vial, se afiadieron 2 ml de agua destilada, actuando como control blanco, mientras
que en el segundo vial se introdujeron 2 ml de agua residual previamente tratada centrifugada y
filtrada. Ambos viales fueron sometidos a un proceso de calentamiento en un Digestor para viales
de DQO (Hanna instruments modelo HI 839800) a una temperatura constante de 150 °C durante
un periodo de 2 horas. Durante este lapso, el dicromato potésico lleva a cabo la oxidacién de la
materia organica e inorganica presente en la muestra, lo que conlleva a la reduccién de Cr6+ a
Cr3+ (Salgueiro Fernandez, 2019). Posteriormente, se procedié a medir la absorbancia de ambos
viales utilizando el espectrofotometro DR 2800, lo cual permitié determinar la concentracion de
DQO en la muestra de agua residual analizada. Para los ensayos de intensidades se analizaron
6 muestras de cada especie de las microalgas utilizadas. Mientras que para los ensayos de
concentracion fueron 8 muestras. Ademas, de 4 muestras para caracterizacion inicial del agua
residual antes de emplearlas en los diferentes ensayos. Sin embargo, en resultados, los valores

reportan el promedio entre la muestra y su réplica.

3.5.3.2 Metodologiaparalos parametros asociados a nitrogeno y fésforo

Para la determinacion de las concentraciones de ortofosfato (PO 4), nitritos (N-NH.), nitratos (N-
NHz), nitrato amoniacal ((N-NHs), se empled una metodologia adaptada de Standard Methods

for the Examination of Water and Wastewater.

En la tabla 15 se presentan los numeros de los diferentes métodos que se han aplicado para la
determinacion de las concentraciones de los contaminantes.
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Tabla 15.

Resumen de los métodos empleados para la medicién de los parametros

60

Parametro  Método Descripcion

Rango

Viraje de

color

Ortofosfato 8048

El reactivo PhosVer3, se afadio a una
muestra de 10 ml de agua previamente
filtrada, se agito hasta su viraje de color
y se dejo reaccionar durante 2 minutos
antes de su medicion.

0.02a2.50
mg/L

Azul

Nitritos 8153

Se coloco el reactivo NitriVer 2, en una
muestra de 10 ml de agua previamente
filtrada, se agito hasta homogenizar la
muestray se dejé reaccionar durante 10

minutos antes de su medicion.

2a 250
mg/L

Marrén
verdoso

Nitratos 8171

Se afadid el reactivo Nitraver5, en una
muestra de 10 ml de agua previamente
filtrada, se agito hasta homogenizar la
muestra se esperd 5 minutos para su

medicion.

0.1a10.0
mg/L

Ambar

Nitrégeno 8155

amoniacal

En una muestra de 10 ml de agua
previamente filtrada se afiadio el
reactivo salicilato de amoniaco, se
homogenizo y se dej6é reaccionar
durante 3 minutos, luego a esta muestra,
se afadio el reactivo cianurato de
amoniaco, se agito hasta su viraje de
color, luego de un periodo de 15 minutos

se realizd su medicion.

0.01a0.50
mg/L

Verde

Para la determinacién de las lecturas de las concentraciones se emple6é el equipo de

espectrofotometro portétil con bateria de litio (modelo DR 2800). Los andlisis fueron realizados

con las muestras previamente centrifugadasy filtradas mediante procedimientos previamente
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descritos. A los valores obtenidos de la concentracién de amoniaco se le transformé en términos
de concentracion de amonio multiplicar por el factor de conversion 1,3467 empleado en la
metodologia HANNA INSTRUMENTS (Hanna Instruments, 2023).

3.5.3.4 Porcentajes de remocion

Con el fin de cumplir el objetivo de evaluar los porcentajes de remocion, los datos obtenidos de
los promedios entre los ensayos (duplicados) seréan aplicados en la siguiente ecuacion 4
propuestas por (Salgueiro et al., 2016):

Ecuacion4
(OO -
(%) = ooy ¥ 100
00

Donde, las variables se expresan ER (porcentaje de remocion); Ca (concentracion del nutriente
en el afluente) y Ce (concentracién del nutriente en el efluente). Para obtener las velocidades de
eliminacién de los nutrientes, se toma el valor de la pendiente de la ecuacion de la recta obtenida
del grafico de tiempo versus concentracion. Esta metodologia es ampliamente utilizada en
estudios de cinética de reaccion para determinar la tasa de eliminacion de un compuesto en
funcién del tiempo. La pendiente de la linea de regresion representa la velocidad de eliminacion
del nutriente (Metcalf & Eddy, 2013).

3.6 Proceso de andlisis de Carbono y Nitrogeno en las microalgas cosechadas
postratamiento de efluentes

Para la determinacion del contenido de nitrogeno y carbono en las cepas de microalgas Chlorella
wulgaris y Nannochloropsis sp., después del tratamiento del agua residual. Con el fin evaluar
preliminarmente el uso de las microalgas como fertilizante para suelo se emplea el siguiente

procedimiento.

3.6.1Procesamiento de labiomasa

En esta fase, luego de la centrifugacién del agua residual con microalgas utilizada en los ensayos
anteriores, la biomasa concentrada se le separé y se almacendé en tubos falcon 50 ml.

Posteriormente las microalgas cosechadas se sometieron a un proceso de secado durante 24
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horas, en una estufa Mermmet modelo (SNB-400 Cap53 LtsS) a 90°C (Pérez-Morales et al.,
2015)

3.6.2Determinacion del contenidode nitrégeno y carbono

La determinacién de nitrdgeno total requiere una digestion previa, para esto se pesoé 10 mg de
cada especie de microalgas y siguiendo la metodologia HACH método 10072 se afadio
persulfato al tubo con hidroxido y luego se incorporé la muestra de microalgas, o agua
desionizada para el blanco. Los tubos se taparon, agitaron por 30 segundos y se colocaron en el
termoreactor (Hanna instruments modelo HI 839800) a 105°C por 30 minutos.

Después de enfriarse a temperatura ambiente, se afiadid metabisulfito de sodio (reactivo A), se
agité por 30 segundos y se dejo reaccionar por 3 minutos. Luego, se afadi6 el indicador (reactivo
B), se agit6 por 15 segundos y se dejo reaccionar por 2 minutos. Finalmente, se mezclaron con
acido cromotropico (reactivo C), se homogenizd y se dejaron reposar por 5 minutos y se midio la
absorbancia en el espectrofotometro DR 2800 (Rodriguez & Arias, 2019). Las mediciones se
realizaron por triplicado.

El carbono organico total fue medido mediante el método Hach 10273 (Silvério & Goncalves,
2008) que esta basado en la reaccion del acido contenido en el vial con la muestra, en el cual a
través de la digestion acida esta reaccion tendra como resultado diéxido de carbono que provoca
que el vial indicador de color azul cambie de color a amarillo, indicando la presencia de carbono
y la medicién de su concentracién por absorbancia. La muestra empleada de microalgas fue de
10 mg para cada medicién en un total de 30 mg para Chlorella wlgaris y 30 mg para
Nannochloropsis sp, dado que las mediciones se hicieron por triplicado.

3.7 Anédlisis estadistico

El analisis estadistico se llevd a cabo utilizando el software RStudio. En primer lugar, se
realizaron pruebas de normalidad (Shapiro-Wilk) para determinar si los porcentajes de remocién
de cada contaminante — nitritos, nitratos, amonio y fosfatos — obtenidos con diferentes nimeros
de lamparas (4, 6 y 8), correspondientes a intensidades de 240, 360 y 480 pmol/m2/s
respectivamente, seguian una distribucion normal.

En total, se procesaron 15 datos para cada contaminante. Cada contaminante es una categoria

y estas son: nitritos, nitratos, amonio y fosfatos. Cada categoria tiene 5 datos. Estos

Kimberly Maylee CarchiBrito - Camila Lisseth Guanga Tuquifiagui



UCUENCA 63

corresponden a tres diferentes niveles de intensidad luminica, bajo los cuales se llevo a cabo el
experimento. Por lo tanto, hay 5 datos para cada contaminante bajo cada una de las tres
intensidades de luz utilizadas en el estudio.

Para determinar si existen diferencias estadisticas significativas entre los porcentajes de
remocion de cada contaminante en cada una de las diferentes intensidades de luz, se utiliz6 la
prueba de Kruskal-Wallis para cada especie de microalga. Esta prueba es una version no
paramétrica del ANOVA unidireccional y se utiliza cuando los datos no cumplen con la suposicién
de normalidad. La hipotesis nula de la prueba de Kruskal-Wallis establece que las medianas de
los diferentes grupos no presentan diferencias significativas, en este caso los grupos representan

los porcentajes de remocidn de cada contaminante.

Se decidio utilizar la prueba de Kruskal-Wallis después de que las pruebas de normalidad
mostraron que los datos no seguian una distribucién normal (con un valor p < 0.05), lo cual fue
el caso para los parametros de nitritos, nitratos, amoniaco y fosfatos, teniendo en cuenta que las
variables independientes son las diferentes intensidades Iluminicas y las variables
independientes son los porcentajes de remocion.

Para llevar a cabo un analisis comparativo entre especies y determinar la influencia de una mayor
y menor concentracion inicial de microalgas en la remocion de contaminantes, primero se
realizaron pruebas de normalidad para verificar si la distribucion de los datos seguia una
distribucién normal, esta se llevé a cabo para cada contaminante (nitritos, nitratos, fosfatos y
amoniaco), se procesaron un total de 4 muestras para cada uno de ellos, en cada concentracion
inicial de microalgas, tanto para una mayor como para una menor concentracion. Esto se realizd
para ambas especies de microalgas (Chlorella vulgaris y Nannochloropsis sp.), procesando un
total de 32 datos para este test estadistico.

Dado que los datos de nitritos, nitratos y amoniaco mostraron normalidad, (con un valor p > 0,05)
se utilizé el ANOVA bidireccional para analizar la influencia de las concentraciones iniciales en
la remocion de estos contaminantes, en este test se procesaron un total de 24 muestras, es decir
4 muestras para cada contaminante, en cada concentracion inicial de microalgas, tanto para una
mayor como para una menor concentracion. Esto se realizd para ambas especies (Chlorella
wulgaris y Nannochloropsis sp.), teniendo en cuenta que los factores son las concentraciones y
las observaciones los porcentajes de remocion.
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Segun Reimann et al., (2008) para comparar tres, cuatro o incluso mas grupos se debe emplear
una extension de ANOVA a menudo denominado de dos vias, cuyo requisito para ser empleado
es la comprobacién de la normalidad de los datos.

Para los fosfatos, los resultados de las pruebas de normalidad mostraron que los datos no
seguian una distribucién normal (p-value = 0,008132 para la concentracion menor y p-value =
0,09654 para la concentracion mayor). Debido a esto, se empled un test no paramétrico,
especificamente la prueba de Wilcoxon (una version no paramétrica del t-test), para analizar los
datos de fosfatos.

La metodologia utilizada para el andlisis estadistico en la evaluacion del biofertilizante, con el fin
de comparar el contenido de nitrégeno y carbono en el peso seco de dos especies de microalgas
recolectadas al final de los experimentos de variacion de intensidad y con diferentes
concentraciones iniciales de biomasa, fue la siguiente: primero se empled el test de Shapiro-Wilk
para verificar la normalidad de los datos. Se procesaron 3 muestras de carbono y 3 muestras de
nitrégeno por cada especie de microalga, resultando en un total de 12 muestras. La normalidad
de los datos se considera aceptable si el valor p > 0,05

Los datos de nitrogeno mostraron normalidad para ambas especies de microalgas, Chlorella
vulgaris y Nannochloropsis sp. (p > 0,05) mientras que los datos de carbono presentaron una
distribucién normal para Chlorella vulgaris (p > 0,05), pero no para Nannochloropsis sp. (p < 2,2e-
16).

Para comparar el contenido de nitrdgeno entre las dos especies de microalgas, se aplicdé una
prueba t, debido a la normalidad de los datos, sin embargo, para comparar el contenido de
carbono, se utiliz6 una prueba no paramétrica, especificamente el test de Mann-Whitney, dado
gue los datos de Nannochloropsis sp. no seguian una distribucién normal.
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4. Resultados y discusiones

4.1 Resultados de la remocién de fosforo, nitrégeno y DQO en Chlorella vulgaris y

Nannochloropsis sp., bajo diferentes intensidades luminicas: Influenciaen el crecimiento

e Caracterizacion del aguaresidual antes del tratamiento

La Tabla 16 presenta las concentraciones iniciales del agua utilizadas en los ensayos bajo
diferentes intensidades luminicas, tanto para Chlorella vulgaris como para Nannochloropsis sp.
Los ensayos se distribuyeron de la siguiente manera: los ensayos 1 y 4 corresponden a una
intensidad luminica de 480 umol/m?/s, los ensayos 2 y 5 a 360 pumol/m?/s, y los ensayos 3y 6 a
240 pmol/ m?/s, tal como se detallo en la figura 12.

Tabla 16.

Resultados de la caracterizacion inicial del agua para los distintos ensayos de intensidad

luminica
Especie
Parametro Chlorellavulgaris Nannochloropsis sp.
Ensayos 1,2,3 de variacién de Ensayos 4,5,6 de variaciéon de
intensidad luminica intensidad luminica
Nitritos 0,017 0,007
(mg/L)
Nitratos 3,7 4,4
(mg/L)
Amoniaco 3,2 1,6
(mg/L)
Amonio 4,30 2,15
(mg/L)
Fosfatos 1,26 0,62
(mgl/L)
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4.1.1Resultados de laremocionycrecimiento de Chlorellavulgaris a distintas
intensidades luminicas

4.1.1.1 Resultados de laremocion de parametros asociados a nitréogeno y féosforo

en los ensayos de variacion de intensidad luminica

En la figura 17 se ilustra las curvas de los porcentajes de remocién de la concentracion a distintas
intensidades luminicas (460, 360 y 240 umol/m?/s) correspondientes a intensidad baja, media y
alta respectivamente, de esta manera monitoriza el comportamiento de la especie Chlorella
wulgaris. Las imagenes corresponden a la remocion de: a) nitritos, b) nitratos, c) fosfatos y d)

amonio.

En la figura 17a. se puede observar 3 curvas correspondientes a los porcentajes de remocion de
los nitritos, de acuerdo a las diferentes intensidades de luz. Las curvas de 480 y 240 pmol/m?/s
de radiacion PAR respectivamente, presentaron un comportamiento similar, a los 20 minutos es
mayor la remocién que a los 40 minutos, con un posterior aumento los 80 minutos, por dltimo, la
curva de 480 pmol/m?/s alcanzo un porcentaje del 94,11% en la parte final del experimento, sin
embargo, la curva de 240 pumol/m?/s disminuyo su porcentaje final a 82,35%. Para la curva
correspondiente a 360 pumol/m?/s alcanz6 su maximo porcentaje de remocién de nitritos a los 40
minutos, siendo de 94,11%, este se mantuvo constante hasta el final. De esta manera se
demuestra que la mejor remocioén de nitritos sucede con la intensidad de 360 umol/m?/s, ya que,
a los 480 umol/m2/s presenta de igual manera una remocién de 94,11%, sin embargo, esto

sucede al minuto 200.

En la figura 17.b se comparan los porcentajes de remocion de nitratos, las tres curvas mostraron
un comportamiento similar, siendo asi que el mayor porcentaje de remocion de nitrato que es de
91,89% se alcanzd con la intensidad de 480 umol/m2s, obtenido en el minuto 80, por otro lado,
para las intensidades de 360 pmol/m2s y 240 umol/m2s, los maximos porcentajes de remocion

fueron de 83,78% Yy de 86,44%, alcanzados a los 60 y 200 minutos, res pectivamente.

Las curvas de remocion de amonio se muestran en la figura 17.d. Estas siguen un patron similar,
alcanzando su mayor porcentaje de remocion a los 200 minutos. La curva correspondiente a 480
pumol/m?2s alcanza un porcentaje de remocion del 81,25%, mientras que las intensidades de 360
umol/m2s y 240 umol/m?2s logran porcentajes maximos de 93,75% Yy 90,62% respectivamente de

Kimberly Maylee CarchiBrito - Camila Lisseth Guanga Tuquifiagui



UCUENCA

manera que se demuestra que la mayor remocidén se alcanza con una intensidad media (360

pmol/mz2s).
Porcentaje de remociéon de nutrientes de la especie Chlorella vulgaris
b
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Figura 17. Las curvas de los porcentajes de remocion de la concentraciéon a distintas

intensidades luminicas (460, 360y 240 umol/m?/s) detallan el comportamiento de la especie
Chlorella vulgaris. Las imagenes corresponden a la remocién de: a) nitritos, b) nitratos, c)

fosfatos y d) amonio.
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La eliminacion de nutrientes, como el nitrégeno, se debe principalmente a la asimilacion de

nutrientes durante el crecimiento de las microalgas. El nitrdgeno es el componente de los acidos

nucleicos, aminoacidos y de todas las proteinas sintetizadas en base a estos, que son esenciales

para su funcionamiento (Oscanoaet al., 2021).

No obstante, en las curvas relacionadas con las concentraciones de nitrégeno se observaron

porcentajes superiores a los de los puntos anteriores, lo que indica que en ciertos momentos la
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concentracion fue mayor que la registrada anteriormente. Esto posiblemente se deba la
proliferacion de bacterias amoniooxidantes (AOB), presentes en el agua residual, las cuales
oxidan el amonio (NH:*) a nitrito (NO:") (Gonzales, 2014).

Las curvas que representan la remocion de fosfatos se observan en la figura 17.c, para la
intensidad de 480 umol/m2s, el mayor porcentaje de remocion fue de 32,53% y se registro al
minuto 200, para la intensidad de 360 pumol/m2s, su mayor remocion fue de 34,12%, en el minuto
80, finalmente para la intensidad de 240 pmol/m2s su valor maximo de remocién se registré en
el minuto 60, estos valores son cercanos a los reportados en Ramos & Pizarro (2018) en donde
se alcanzo6 el 44% de remocién, estos porcentajes de remocién bajos puede deberse a la escasez
de carbono del cultivo, dado que este elemento es fundamental para una mayor productividad y

rendimiento en la eliminacion de nutrientes (Gonzalez, 2014).

En la Tabla 17 de los resultados de la velocidad de eliminacion de nutrientes obtenida mediante
la ecuacion, observamos que las mayores velocidades de remocidn para amonio y nitratos se
dan a una intensidad de 480 pmol/m?s, con valores de 0,03 mg/L/min y 0,02 mg/L/min
respectivamente. La remocion de fosfatos se mantiene constante entre 480 y 360 pumol/m?2s, con
una velocidad de 0,0019 mg/L/min, pero disminuye a 0,0013 mg/L/min a 240 umol/mz2s. Por otro
lado, la remocion de nitritos es minima y constante en todas las intensidades, con una velocidad
de 0,0002 mg/L/min, en comparacién con el estudio de Sdez Huaman (2019), las velocidades de
remocion registradas para nitratos son de 0,0002 mg/L/min y para fosfatos 0,00006 mg/L/min,
siendo estas velocidades mas bajas que las de este estudio. Sin embargo, en ambas
investigaciones se comprueba que estas velocidades son eficientes para la remocion de estos
nutrientes. Para una comprension visual se presenta la figura 20 de estas velocidades

explicadas.

Tabla 17.

Resultados de la velocidad de eliminacién de nutrientes obtenida mediante la ecuacion de la
recta mg/l/m

Chlorelllavulgaris

Intensidad Nitritos Nitratos Fosfatos Amonio
480 pmol/mz2s 0,0002 0,02 0,0019 0,03
360 pmol/m?2s 0,0002 0,01 0,0019 0,0145
240 pmol/mzs 0,0002 0,0135 0,0013 0,0075
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Del andlisis estadistico se obtuvieron los resultados expuestos en la tabla 18, los valores de (p >
0,05) lo que indica que no hay diferencias significativas entre las frecuencias observadas y las
frecuencias esperadas para nitritos, nitratos, fésforo y amonio. Esto sugiere que las variaciones
observadas en los datos de estos parametros no son lo suficientemente significativas como para
concluir que son diferentes de lo que se esperaria. Es decir que no existe evidencia significativa
para concluir que la intensidad luminica influencie en el porcentaje de remocion para los

nutrientes analizados del agua residual empleada en esta investigacion.

Tabla 18.

Resultado estadistico de la prueba Kruskall Wallis para la especie Chlorella wulgaris a
diferentes intensidades luminicas

Parametro Chi-cuadrado Grados de libertad p-value
Nitritos 1,9114 2 0,3846
Nitratos 0,57021 2 0,7519
Fosforo 3,1761 2 0,2043
Amonio 2,9748 2 0,226

4.1.1.2 Resultados de lareduccion de la concentracién demanda quimicade
oxigeno

En latabla 19 correspondiente a la concentracion inicial de DQO y la concentracion final (muestra
tomada a 200 minutos de cada ensayo) segun sus intensidades luminicas expone la eficiencia
del tratamiento para eliminar materia organica e inorganica susceptible de ser oxidada. La
concentracion inicial de 199 mg/l es igual para todos los ensayos de intensidades luminica. El
mejor porcentaje de remocion fue de 39,19% bajo una intensidad de 240 pumol/m?s.
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Tabla 19.

Porcentajes de remocién de la DQO a diferentes intensidades de luz de biomasa de Chlorella
vulgaris

Diferentes Intensidades

Intensidad luminica  Concentracionfinal %Remocion
(mg/L)
480 pmol/mas 149 25,12
360 pmol/m?s 135 32,16
240 pmol/mas 121 39,19

4.1.1.3 Monitorizaciéndel crecimiento de la biomasa Chlorella vulgaris

En la figura 18 se aprecia la comparacion de las curvas de crecimiento por minuto, de células de
Chlorella wulgaris medido a través de la concentracién de biomasa con un valor inicial de 0,08
g/L para el ensayo de intensidad luminica mas baja, sin embargo se puede observar que la
intensidad luminica proporcionada por 4 lamparas, que representa 240 umol/m?/s de radiacion
PAR (radiacién fotosintéticamente activa), da los mejores resultados de crecimiento, indicando
una fase exponencial que persiste hasta los 200 minutos alcanzando una concentracion final de
0,16 g/L, en total un aumento de 0,722 g/L este valor es comparable con Chunzhuk et al., (2023)
donde se expone que la mayor tasa de crecimiento para Chlorella wlgaris se alcanza a una

intensidad luminica de 245 pmol/m2/s.
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Figura 18. Curva de la concentracion de biomasa g/L en distintas intensidades de luz para la
especie Chlorella vulgaris
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En todos los ensayos se utilizd la misma cantidad de microalgas en mililitros, conforme a lo

especificado en la metodologia. No obstante, a los 20 minutos, las concentraciones, medidas

indirectamente mediante la densidad Optica, presentaron variaciones.

Por otro lado, el ensayo para la intensidad de 480 pmol/m?/s presenta un aumento de
concentracion hasta aproximadamente a los 60 minutos, luego se estabiliza alcanzando su fase

estacionaria, con un crecimiento final de 0,10 g/L. asi también la curva de 360 pumol/m2/s muestra

una fase exponencial prolongada desde los 80 minutos hasta los 200 minutos alcanzando una

concentracion final de 0,12 g/L.

La elevada tasa de crecimiento observada en esta investigacion puede atribuirse a que el cultivo

estuvo expuesto a condiciones Optimas, como una iluminacién continua sin inhibir la especie,
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disponibilidad de nutrientes y agitacion constante; todos estos factores favorecieron su desarrollo
(Tantte-Valderrama, 2018).

Debido a su répido crecimiento, la biomasa obtenida de las microalgas puede ser de gran valor,
ya que constituye una fuente de diversos productos, tales como proteinas, pigmentos,
fertilizantes, alimentos para animales, entre otros (Rodriguez & Arias, 2019). En la tabla 20 se
presenta las tasas de crecimiento obtenida de los ensayos de variacion de intensidades luminicas
para Chlorella wulgaris.

Tabla 20.

Resultados de aumento de la concentracion de biomasa en 200 minutos para Chlorella vulgaris

Aumento de laconcentracion de biomasa en 200 minutos

Chlorellavulgaris

480 pmol/m2s 360 pmol/m?s 240 pmol/mzs
Concentracion 20 min 0,0709 0,0628 0,089176
Concentracion final 0,1067 0,1256 0,161396
Tasa de crecimiento 3,4405 57762 4943741

4.1.2 Resultados de laremociony crecimiento de Nannochloropsis sp adistintas
intensidades luminicas.

4.1.2.1 Resultados de laremocion de parametros asociados a nitréogeno y fosforo
en los ensayos de variacion de intensidad luminica

La figura 19 se visualizan las curvas de los porcentajes de remocion de la concentracion a
distintas intensidades luminicas (460, 360 y 240 pmol/m?/s) detallan el comportamiento de la

especie Nannochloropsis sp. Las imagenes corresponden a la remocion de los nutrientes.

En la figura 19.a, se observa un incremento continuo en las curvas del porcentaje de remocion
de nitritos, alcanzando un 85,71% de remocion a los 200 minutos para las intensidades de 360 y
240 pmol/m?/s. No obstante, durante el ensayo realizado con una intensidad luminica de 480
pumol/m2/s, se observaron variaciones en los porcentajes registrados a lo largo del tiempo. El
valor maximo obtenido fue del 28,57% al minuto 80. En la figura 19.b correspondiente a nitratos

las curvas correspondientes a la intensidad de 240 y 480 pmol/m?/s presentaron un
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comportamiento similar; en el cual la intensidad luminica de 240 pmol/m?/s reporto el valor
maximo de remediacion de 78,14%. En la 19.d el mejor porcentaje de remocion para el amonio
fue a unaintensidad luminica de 240 pmol/m?2/s con un valor de 72,58%. Mientras que enlafigura
19. C correspondiente a las curvas de los porcentajes de remocién de fosforo presentaron valores
inferiores de remocion que los de nitrégeno, el maximo valor registrado fue de 20,68% y se

encuentra a una intensidad luminica de 360 pmol/m?/s.

Como se aprecia en todas las gréaficas de la figura 19, se reportaron remociones significativas de
los contaminantes. Ademas, se observo un ligero incremento en la biomasa de Nannochloropsis
sp., tal como se ilustra en la figura 22. De esta manera, se confirma con lo reportado que estas
especies asimilan estos compuestos para construir su célula (Aishvarya et al., 2015).

Es importante mencionar que las concentraciones iniciales de amoniaco de esta investigacion
eran inferiores en comparaciéon con el estudio de Vanegas & Flores (2023), que inicia con
concentraciones de 130 mg/L, en los cuales ademas se menciona que el amonio es la principal
fuente de macronutrientes, mientras que los fosfatos se catalogan como micronutrientes. Por lo
tanto, una baja concentracion de estos compuestos puede afectar la eficiencia en la remocién de
contaminantes (Septory & Triyatmo, 2016). Por lo tanto, también se puede apreciar que el fésforo

su concentracion inicial también en un limitante.

Esta investigacién corrobora con el estudio de Martinez (2013), donde se explica que los
microorganismos del género Nannochloropsis sp., tienen una alta capacidad para desarrollarse
en diversas fuentes de nitrégeno. Ademas, alcanzan mayores concentraciones de biomasa,
como se muestra en la figura 22 sobre el crecimiento de la biomasa de esta especie, este
incremento es especialmente notable cuando se emplean nitratos y amonio, obteniéndose los

porcentajes de remocion mas elevados.
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Porcentaje de remocion de nutrientes de la especie Nannochloropsis
b
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Figura 19. Las curvas de los porcentajes de remocion de la concentracion a distintas
intensidades luminicas (460, 360y 240 umol/m?/s) detallan el comportamiento de la especie
Nannochloropsis sp. Las imagenes corresponden a la remocion de: a) nitritos, b) nitratos, c)

fosfatos y d) amonio.

En la tabla 21 correspondientes resultados de la velocidad de eliminacion de nutrientes obtenida
mediante la ecuacion de la recta de la especie Nannochloropsis sp., la remocion de nitritos es
imperceptible y no varia significativamente entre las intensidades. Por otro lado, la mayor
velocidad de remocion se presenta para nitratos a una intensidad baja de 240 pumol/m2s con una
velocidad de 0,0445 mg/L/min. La remocion de fosfatos es mas efectiva a 360 pmol/m?s con una
velocidad de 0,0078 mg/L/min. Finalmente, el amonio presenta velocidades similares a las
intensidades media y alta con 0,0055 mg/L/min a 360 pmol/m2s y 0,0051 mg/L/min a 480
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pumol/mas, respectivamente, El presente trabajo concuerda con lo reportado por Martelli et al.,
(2024) para el género Nannochloropsis en términos de resultados efectivos en la remocion de

amonio y nitratos.
Tabla 21.

Resultados de la velocidad de eliminacién de nutrientes obtenida mediante la ecuacion de la
recta mg/l/m.

Nannochloropsis sp.

Intensidad Nitritos  Nitratos Fosfatos Amonio
480 pmol/mz2s 0,00001 0,04 0,0012 0,0051
360 pmol/m?3s 0,00003 0,0263 0,0078 0,0055
240 pmol/mzs 0,00003 0,0445 0,0017 0,0023

La figura 20 presenta de manera visualmente mas comprensible las velocidades de remocion

bajo diferentes intensidades de luz (240, 360 y 480 umol/m2s) descritas enla Tablas 17 y 21.

Velocidades de remocion de los compuestos por intensidad de luz

Chlorella_vulgaris Mannochloropsis_sp

0.04
|
=]
8
g 0.03 Intensidad (pmol/m?s)
i
@ 240
=
- 0.02 360
=
5] . 480
o
< 0.01

0.00 - — l —

Amonio Fosfoatos Nitratos  Nitritos Amonio Fosfoatos Nitratos  Nitritos
Compuestos

Figura 20. Velocidades de remocién de cada compuesto a las diferentes intensidades de
iluminacion.
El andlisis estadistico mediante la prueba de Kruskal-Wallis para Nannochloropsis sp., bajo
diferentes intensidades de luz no mostré diferencias estadisticamente significativas en la

remocion de nitritos, nitratos, fésforoy amonio, con valores p > 0,05 para todos los pardmetros
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evaluados. Esto indica que las variaciones en la intensidad de la luz no afectaron
significativamente la eficiencia de remocion de estos contaminantes. Como se aprecia en latabla
22 correspondiente al resultado estadistico de la prueba Kruskall Wallis para la especie

Nannochloropsis sp.
Tabla 22.

Resultado estadistico de la prueba Kruskall Wallis para la especie Nannochloropsis sp. a
diferentes intensidades luminicas

Parametro Chi-cuadrado Grados de libertad p-value
Nitritos 1,2156 2 0,5445
Nitratos 3,9579 2 0,1382
Faésforo 0,82002 2 0,663
Amonio 1,3899 2 0,4991

Para facilitar la comprension, se elabord un grafico que evidencia la comparacion de remocion
de nutrientes con las diferentes intensidades figura 21. En esta figura se puede observar que el
namero de lAmparas correspondiente a 6 (equivalente a 360 pmol/m2s) proporciona mejores
resultados en términos de nitritos y nitratos para ambas especies, y en amonio para
Nannochloropsis sp. Por otro lado, para el amonio y el fosforo en Chlorella wulgaris, la
configuracién optima es con 4 lamparas. Finalmente, para el fosforo en Nannochloropsis sp., los

mejores resultados se obtienen con 480 pumol/m?2s (8 lamparas).
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Remocion de Contaminantes por Diferente Numero de Lamparas

Chilorella vulgaris Nannochloropsis sp.
75
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Figura 21. Grafica obtenida de R Studio de las medianas de los porcentajes de remocion con diferentes
intensidades de luminicas.

4.1.2.2 Resultados de lareduccion de la demanda quimica de oxigeno
En tabla 23 correspondiente a los resultados de los porcentajes de remocion de la DQO en los
ensayos con distintas intensidades luminicas, se muestra como a partir de una concentracion
inicial de 295 mg/l del agua residual antes del tratamiento se remueve esta materia oxidable.
Donde el mejor porcentaje de remocion de 42,03% se obtiene con una intensidad de 480
pmol/m2s, seguido de un 38,64% equivalente a una concentracién de 181 mg/l, alcanzada a una

intensidad de 240 umol/mz2s, y finalmente una concentracion de 191 que representa un 35,25%
logrado con 360 pmol/mas.
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Tabla 23.

Porcentajes de reduccion de la DQO a diferentes intensidades de luz de biomasa de
Nannochloropsis sp

Diferentes Intensidades de lluminacion

Intensidad Concentracionfinal %Remocion
luminica (mg/L)
480 pmol/m?/s 171 42,03
360 pmol/ma/s 191 35,25
240 pmol/mz/s 181 38,64

4.1.2.3 Monitorizaciéndel crecimiento delabiomasa Nannochloropsis sp.

En la figura 22 muestra tres curvas del crecimiento de las microalgas conocidas como
Nannochloropsis sp. Estas curvas de crecimiento varian de acuerdo a las intensidades de luz en

pumol/m2s, empleadas en el ensayo.

Tiempo vs Concentracion (g/L) Mannochloropsis sp
02 —

0,18 — —

0,16 —f

Concentracién biomasa (g/L)

0,14 —f

0.12 [ I B B B N B
0 40 80 120 160 200
Tiempo (minutos)

—— 180 umolim2/s
360 umolim2/s
240 umolim2/s

Figura 22. Curva de la concentracion de biomasa g/L en distintas intensidades de luz para la
especie Nannochloropsis sp (x Tiempo (minutos) y y Concentracion de la biomasa (g/L)).
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En la curva de 360 pumol/m2 que inicia con una concentracion de 0,15 g/L, se observa que en los
primeros 20 minutos existe una disminucion de la biomasa infiriendo que se encuentra en la fase
de adaptacion (Zibarev et al., 2024). A continuacion, se puede observar un crecimiento
exponencial moderado de la biomasa hasta los 80 minutos, a partir de esto la curva comienza a
estabilizarse, indicando que esta entrando en la fase estacionaria, la que continua hasta los 200

minutos, obteniendo una concentracion final de 0,16 g/L.

En la curva de crecimiento con una intensidad de 480 pumol/m?2s, se tiene una concentracion inicial
de 0,13 g/L, aqui también se observo una etapa de adaptacion hasta los 20 minutos, luego la
concentracion aumenta rapidamente, indicando un crecimiento exponencial desde los 40 minutos
hasta los 80 minutos, a partir de este tiempo el crecimiento contintia, pero con una pendiente
menos pronunciada esto debido a que las microalgas posiblemente estan entrando en una fase
de crecimiento mas lento, finalmente a los 120 minutos empieza la fase estacionaria,

estabilizandose con una concentracion final de 0,17 g/L hasta el final del experimento.

Finalmente, con una concentracién inicial de 0,14 g/L, la curva de 240 pumol/m?/s, presenta la
fase de adaptacion en los primeros 20 minutos. Posteriormente, la fase exponencial se desarrolla
hasta minuto 80 en el cual se puede observar un aumento continuo de la biomasa. Los siguientes
120 minutos se encuentran en la fase estacionaria alcanzando una concentracion final de 0,18
g/L. No se observa la fase de declive, en consecuencia, se infiere que se encuentra fuera del

rango medido.

El mejor resultado de crecimiento se observa en la curva con una intensidad de 240 pmol/mz,
esto puede deberse al fendmeno de fotoinhibicion que se da cuando existe excesos en la
cantidad de luz suministrada para el crecimiento (Sari Plaza, 2024). Es importante, recalcar que

esta experimentacion de intensidad de luz fue constante la agitacion e iluminacién, sin aeracion.

En la tabla 24 se presenta los valores de los resultados obtenidos de los ensayos a distintas
intensidades luminicas de la concentracién de biomasa en 200 minutos para las microalgas

Nannochloropsis sp.
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Tabla 24.

Resultados de la concentracién de biomasa en 200 minutos para Nannochloropsis sp., en los
ensayos de variacion de intensidades luminicas.

Variacionde laconcentracion de biomasa en 200 minutos

Nannochloropsis sp.

480 pmol/m2s 360 pmol/m?s 240 pmol/mas
Concentracioninicial 0,139416 mg/L 0,15386 mg/L  0,141928 mg/L
Concentracionfinal 0,178352 mg/L 0,16014 mg/L  0,189656 mg/L
Tasade crecimiento 1,847222 dia? 0,30004 dia* 2,17419dia?

Este resultado permitié considerar el nimero de lamparas o la intensidad luminica éptima, con
otros factores, ya que no se encontraron diferencias significativas en la remocion de nutrientes
por variaciones en la intensidad luminica. Factores como las curvas de crecimiento de biomasa
y el consumo de energia eléctrica fueron determinantes. Se concluyé que cuatro lamparas (240
pumol/m?/s) eran oOptimas, ya que las tasas de remocion de nutrientes eran comparables a las
obtenidas con seis lamparas (360 pmol/mz/s)

4.2 Comparacioén de la eficienciaenlaremociénde N, Py DQO por Chlorellavulgarisy
Nannochloropsis sp. con diferentes concentraciones de biomasa inicial en el tratamiento

de efluentes

e Caracterizacién delaguaresidual antes del tratamiento

La tabla 25 presenta las concentraciones iniciales del agua utilizadas en los ensayos a diferentes
concentraciones de biomasa inicial, tanto para Chlorella vulgaris como para Nannochloropsis sp.
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Tabla 25.

Resultados de la caracterizacion inicial del agua para los distintos ensayos a diferentes
concentraciones de biomasa inicial

Especie
Parametro Chlorellavulgaris Nannochloropsis sp.
Ensayos 1,2 adiferentes Ensayos 3,4 adiferentes
concentracionesde biomasa concentracionesdebiomasa
inicial inicial
Nitritos 0,008 0,007
(mg/L)
Nitratos 1,4 4,1
(mg/L)
Amoniaco 0,93 1,13
(mg/L)
Amonio 1,5 1,52
(mg/L)
Fosfatos 0,008 0,56
(mg/L)

4.2.1Comparacion de los porcentajes de remocion de las concentraciones de Ny

P con diferentes concentraciones de biomasa inicial entre las especies

En la figura 23 se presenta los porcentajes de remocion de las especies Chlorella vulgaris y
Nannochloropsis sp., a las distintas concentraciones de biomasa inicial, es decir; en el
tratamiento de efluentes la cantidad de la concentracion inicial de la biomasa era distintas en los

ensayos como se detall6 en la tabla 15.

Nitritos. - En la figura 23. a correspondiente al porcentaje de remocion de nitritos se observa que
las curvas de las concentraciones mayor y menor de la especie Chlorella vulgaris, denominadas

C mayor y C menor respectivamente, presentd un comportamiento similar en ellas, visualizando
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un aumento del porcentaje de remocion continuo con un maximo valor de remocién del 81,25%
para C menory 87,5% para C mayor a las 144 horas.

Porcentajes de remocion de las especies Chlorella vulgaris y Nannochloropsis sp
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Figura 23. Curvas de los porcentajes de remocion: C menor (concentracion inicial de biomasa

menor), C mayor (concentracion inicial de biomasa mayor) de Chlorella vulgaris y N menor
(concentracién inicial de biomasa menor), N mayor (concentracion inicial de biomasa mayor) de

Nannochloropsis sp.

Para el caso de Nannochloropsis sp. poseen un comportamiento diferente al de la especie

anterior donde inicialmente aumenta la concentracién, este suceso posiblemente ocurre por el

proceso de nitrificacién previamente justificado en resultados anteriores. Los porcentajes de
remocion maximos paralaespecie fueron de 85,71% para ambas concentraciones con variacion
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en los tiempos, ya que, en la concentracion de biomasa menor fue a las 144 horas mientras que
en la concentracion mayor fue a la hora 96.

Nitratos. - Para el porcentaje de remocion de los nitratos correspondiente a la figura 23.b unos
porcentajes de remocién fueron negativos en las primeras 24 horas para las concentraciones
mayores para ambas especies; en cambio se produjo un aumento de remocion a las 48 horas,

para la concentracion menor de Chlorella vulgaris.

Mientras que en la concentracion menor de la otra especie el porcentaje de remocién es
constante. Para Nannochloropsis sp el valor maximo se registré a las 144 horas y fue de 95,12%
y 80,48% para la concentracién de biomasa menory mayor respectivamente.

A diferencia de Chlorella wulgaris que presentd menores porcentajes de remocion en
comparacién con la otra especie, con valores de 76,68 % a las 96 horas y a las 144 horas con
un 71,42%. Para los valores de remocién negativos de nitratos y nitritos de acuerdo con el estudio
de Leddaa et al (2015); se corroboré que solo cuando existan condiciones Optimas de cultivo con
el uso de aguas residuales urbanas, no se observaran puntos de nitrificacion.

Fosfato. - En la remocion de moléculas de fosfato para las curvas de eliminacion de las
concentraciones mayor y menor de la especie Nannochloropsis sp se reportan bajos porcentajes
de eliminacion que oscilan entre 25% al 38% aproximadamente, este resultado es similar con el
del estudio de la especie Nannochloropsis Gaditana de Mhedhbi et al (2020) donde reportan
remociones del 29%, Ademas explica que esto puede deberse a que en estos cultivos no se
proporcioné CO. de manera artificial, forzando a las algas a utilizar el carbono inorganico disuelto
el medio inhibiendo el continuo desarrollo de las microalgas y la remocion de fosfatos (Gonzalez,
2014).

Por otro lado, para la especie Chlorella vulgaris se observa que se sus dos concentraciones
iniciales son eficientes para remover fosfatos, obteniendo un 95,69% de remocion para su
concentracion menor y un 97,31% de remocién para su concentracion mayor, ambos valores
maximos alcanzados a sus 144 horas, presentando mayores remociones que las registradas por
Andrade et al., (2006) donde se la remocion al final del experimento es del 80%, esto puede
deberse a la posible interaccion bacterias/microalgas, lo que constituye un consorcio microbiano,
debido a que bacterias que hay presentes en el medio emplean nutrientes como sustrato,
mejorando la remocién de fosfatos (Oscanoaetal., 2021).
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Amonio. - Las remociones de amonio empiezan negativas para las concentraciones menores
tanto de Chlorella vulgaris, como para Nannochloropsis sp, mientras que el inicio, es decir las
primeras 24 horas, para las concentraciones mayores de ambas especies comienza con
porcentajes de remocion de 13,3 % para Chlorella wulgaris y 37,5 % para Nannochloropsis sp.
Los mayores porcentajes de remocion alcanzados para las concentraciones mayores fueron de
28,57 % para Nannochloropsis sp., alas 48 horas y de 38,33 % para Chlorella vulgaris a las 144
horas, siendo esta mas eficiente, Por otro lado, para las menores concentraciones de estas
especies, los mejores resultados de remocion sucedieron a las 144 horas para Chlorella vulgaris
con 78% de remocion y a las 96 horas para Nannochloropsis sp., con remocion del 19,64%,
mostrando nuevamente menos eficiencia para eliminar esta contaminante comparada con la

Chlorella vulgaris.

Los analisis de ANOVA para nitritos, nitratos y amonio mostraron que no hay diferencias
estadisticamente significativas en la remocion de estos nutrientes ni entre las concentraciones
iniciales ni entre las especies Chlorella vulgaris y Nannochloropsis sp. Los valores p > 0,05 en
todos los casos, lo que indica una falta de efecto significativo. El test de Kruskal-Wallis para el
fésforo también reveld una ausencia de diferencias significativas entre las concentraciones (p =
0,3625). Estos resultados sugieren que, dentro de las condiciones experimentales evaluadas, la
variacioén en la concentracion inicial y la especie utilizada no influyen de manera significativa en

la eficiencia de remocién de estos nutrientes. Como se ilustra en la tabla 26.

Tabla 26.

Resultados del andlisis estadistico (ANOVA Bidireccional) realizado a los ensayos de variacion
de concentraciones de biomasa inicial

Parametro Df Fvalue Pr(>F)
Nitritos

Concentraciones 1 0,507 0,486
Especies 1 0,327 0,575
Nitratos

Concentraciones 1 0,079 0,782
Especies 1 1,672 0,213
Amonio

Concentraciones 1 0,047 0,831
Especies 1 0,380 0,546
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Fésforo (Kruskal- p-value
Wallis)

1 0,3625

Los resultados del t-test muestran que no hay diferencias estadisticamente significativas en la
remocion de nitritos, nitratos, fésforo y amonio entre las concentraciones iniciales de biomasa
para las especies evaluadas. Los valores son p > 0,05, lo que indica que las variaciones en la
concentracion inicial de biomasa no afectan significativamente la eficiencia de remocién de estos
contaminantes. En tabla 27 se ilustra los resultados obtenidos del t-tes para nitritos, nitratos,
amonio y el de Wilcox para fosforo.

Tabla 27.

Resultados del analisis estadistico (t-tes) realizado a los ensayos de variacion de
concentraciones de biomasa inicial

Contaminante Especie t-valor df p-valor
Nitritos 0,3416 7,9175 0,7415
Nitratos -0,15936 7,9996 0,8773
Fosforo Chlorella vulgaris W=9,5 - 0,6004
Amonio -0,66763 4,9332 0,5343
Nitritos 0,63246 7,9872 0,5448
Nitratos -0,23708 7,5506 0,8189
Fésforo Nannochloropsis W =285 - 0,4633
Amonio Sp. 0,61591 7,0644 0,5573

4.2.2 Reduccién de lademanda quimicade oxigeno

a. Chlorellavulgaris

Los valores presentados en la tabla 28 demuestran la eficiencia del tratamiento para eliminar
materia organica e inorganica susceptible de ser oxidada. En el cual parte de una concentracion
de 337 mg/L. Esta tabla detalla los resultados de las muestras tomadas en sus respectivos
ensayos en el cual varia la concentracién inicial de biomasa.
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Tabla 28.

Porcentajes de remocién de la DQO a diferentes concentraciones de biomasa de Chlorella
vulgaris

Variacién concentracion ChlorellaVulgaris

Concentracion de biomasa Concentracidon de biomasa

inicial mayor inicial menor

Tiempo Concentracion %Remocion Concentracion %Remocion

(Horas) (mg/L) (mg/L)
24 191 43,32 166 50,74
48 148 56,08 119 64,68
96 95 71,81 105 68,84
144 88 73,88 62 81,60

De esta manera partiendo de una concentracion inicial de 337 mg/L, se logro reducir los niveles
a 88 mg/L para la concentracion de biomasa inicial mayor y de 62 mg/L para la concentracion de
biomasa inicial menor. Los bajos niveles de carga contaminante registrados al final de este
experimento, estdn posiblemente relacionados con la capacidad de la microalga Chlorella
wulgaris para potencializar la accién de las bacterias, esto conduce a una eliminacion mas
efectiva de la materia organica biodegradable debido a la mayor cantidad de microorganismos
presentes, los cuales la degradan (Cartagena & Malo,2017).

Esto concuerda con el estudio de Mendoza et al. (2018), donde se observo que, durante la fase
exponencial de crecimiento de las microalgas, que abarca del dia 2 al 6, se eliminé la may or
parte de la DQO, alcanzando una remocion superior al 70% al sexto dia. Evidenciando que las
microalgas cultivadas con aguas residuales tienen un enfoque rentable para disminuir los niveles

de la carga organica (Mendoza et al, 2018).

b. Nannochloropsis sp.

En la tabla 29 se demuestra la eficiencia del tratamiento para eliminar materia organica e
inorganica susceptible de ser oxidada. Esta tabla detalla los resultados de las concentraciones
de la demanda quimica de oxigeno en tiempo y su respectivo porcentaje de remocion. Para los
ensayos de las distintas biomasas iniciales la concentracion de la DQO inicial de agua residual

antes del tratamiento fue 446 mg/L.
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Tabla 29.

Porcentajes de remocion de la DQO a diferentes concentraciones de biomasa de
Nannochloropsis sp.

Variacion concentracion Nannochloropsis sp.

Concentracion de biomasa Concentracion de biomasa

inicial menor inicial mayor

Tiempo Concentracién % Remocion Concentracion % Remocion

(Horas) (mg/L) (mg/L)
24 156 65,02 355 20,40
48 99 77,80 114 74,43
96 78 82,51 107 76,00
144 83 81,39 103 76,90

Estos porcentajes de remocion comparados con los de Rosales et al, (2018), cuyos valores
superan los 97%, se atribuyen al tiempo del experimento, debido a que ellos realizaron
incubaciones de 33 dias, dando mayor tiempo para la asimilacion de esta materia organica tanto
por parte de las microalgas, como de las bacterias presentes, mientras que el tiempo de este
ensayo fue de 7 dias.

De esta manera para la concentracion de biomasa inicial menor (0,10 g/L), se ha alcanzado su
mayor remocion a las 96 horas con un 82,51%, asi mismo para la concentracién de biomasa

inicial mayor (0,17 g/L), su porcentaje mas alto se registrd a las 144 horas con un 76,90%.

Por lo tanto, la concentracidn menor mostré una mejor remocion, esto puede suceder porque a
concentraciones menores, cada célula de microalga tiene menos competencia, mayor acceso a
nutrientes, luz y espacio, lo que puede incrementar su actividad metabolica y su capacidad de
remover materia organica (Nufiez et al., 2007)

Ademas, en concentraciones mas altas de biomasa, puede haber una mayor liberacion de
productos de desecho metabdlico y materia orgéanica de la biomasa de microalgas, tales como
polisacaridos, entre otros compuestos de células vivas y muertas, que pueden afectar
negativamente la eficiencia de remocién (Morales-Amaral et al., 2015).
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En la comparacion entre especies, los valores de remocion en los ensayos con una concentracion
de biomasa inicial menor fueron muy similares: 81,39 % para Nannochloropsis sp. y 81,60 %
para Chlorella vulgaris. En los ensayos con una concentracion de biomasa inicial mayor, los
valores fueron 73,88 % para Chlorella wlgaris y 76,90 % para Nannochloropsis sp.

4.2.3Monitorizacién de laconcentracion de labiomasadurante el tiempo de

desarrollode los ensayos

4.2.3.1 Chlorella vulgaris

El andlisis de la densidad éptica es Util para la compresion del crecimiento y comportamiento de
las microalgas Chlorella vulgaris. Permite la evaluacion del sistema en términos de eficiencia en
la produccion de biomasa ya que a mayor produccion de biomasa mayor remocion de nutrientes
(Rodriguez & Arias, 2019).

En la figura 24 muestra dos curvas de crecimiento con variacion de la concentracion inicial de
microalgas cultivadas con aguas residuales domésticas procedentes una fosa séptica. Las
concentraciones iniciales son 0,099 g/L y 0,25 g/L para la concentracibn menor y mayor
respectivamente. En la curva correspondiente a la concentracion mayor se observa una tasa de
crecimiento negativa, mientras que en la curva de concentraciéon menor se observa una ausencia

de crecimiento.

Segun el estudio de Zibarev et al. (2024), esto podria deberse a la fase de adaptacion al medio,
caracterizada por la ausencia de crecimiento, en la cual las microalgas se acoplan a las nuevas
condiciones ambientales. Huesemann et al. (2013) explican que esta fase puede durar desde
minutos hasta dias, dependiendo de las condiciones en las que se encontraban las microalgas
antes de ser introducidas al nuevo medio. En este caso, se puede observar que esta fase sucede

en las primeras 24 horas.

Kimberly Maylee CarchiBrito - Camila Lisseth Guanga Tuquifiagui



UCUENCA 89

Tiempo vs Concentracion Chlorelia vulgaris
1 —

g/L)
l

f
1}

06 —

04 —

02 —

Concentracién biomasa

I I | I | |
0 40 80 120 160

Tiempo {horas)

Concentracion menor

—Onceniracion mayor

Figura 24. Curva de crecimiento de la concentracion de Chlorella vulgaris con variacion en la
concentracion de biomasa inicial (C mayor y C menor)

La fase exponencial se puede apreciar que comienza a partir de las 48 horas tanto para la
concentracion inicial mayor como para la concentracion inicial menor y se mantienen hasta las
144 horas, obteniendo concentraciones finales de 0,48 g/L y de 0,40 g/L respectivamente, lo que

sugiere una fase exponencial sostenida.

No se presenta claramente una fase estacionaria para ninguna de las concentraciones dentro
del periodo de tiempo estudiado, dado que biomasa continiia con un aumento gradual al final del
periodo, lo que indica que las condiciones aun permiten el crecimiento, infiriendo asi que la fase
estacionaria y de declive suceden en un tiempo mayor al estudiado (Pastor & Hancco, 2021).

De esta manera, la concentracion inicial menor presenta un mejor crecimiento, en comparacion
con la concentracion mayor, esto puede deberse a que, en concentraciones mas altas, las células
algales compiten mas intensamente por los nutrientes disponibles, asi también asi también a
menores concentraciones se reduce la posibilidad del efecto de autosombra que inhiben la
fotosintesis, asi como el crecimiento de las microalgas y su productividad (Guzman Palomino,
2023).
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En la concentracién de biomasa inicial mayor a las 24 horas se observa una disminucién en la
concentracion de biomasa; sin embargo, en los dias siguientes esta aumenta. Este fenémeno
podria explicarse por la fotoaclimatacion a causa del cambio brusco en la intensidad de luz, como
lo explican Straka y Rittmann (2018) en su estudio "Modelo cinético dependiente de la luz para
microalgas que experimentan fotoaclimatacion, fotodafio y reparacion de fotodafio”. En la
fotoaclimatacion las microalgas ajustan sus niveles de clorofila para optimizar la captura de luz,
lo que inicialmente provoca una disminucion en la clorofila y esta al estar relacionada a longitud
de onda 680 nm, medicion de la concentracion de biomasa se ve afectada. En el estudio de

Gonzalez, (2014) disminuye la clorofila a pero la biomasa medida mediante sélidos se mantiene.

4.2.3.2 Nannochloropsis sp.

En la figura 25 presenta las curvas que describen la concentracion de biomasa microalgas
durante el desarrollo de los ensayos para la especie Nannochloropsis sp.

Tiempo vs Concentracion Nannochloropsis sp.
02 —

0,16 —

0,12 —

Concentracién biomasa (g/L)

I I | I | I
0 40 80 120 160

Tiempo (horas)

Concentracion menor

— Conceniracion mayor

Figura 25. Curva de crecimiento de la concentracién de Nannochloropsis sp., con variacién en
la concentracién de biomasa inicial (C mayor y C menor).
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La Nannochloropsis sp., presenta su maximo crecimiento durante las primeras 48 horas, tanto
para concentracion mayor de microalgas, que inicia con 0,17 g/L y alcanza los 0,19 g/L, como
para la concentraciéon menor que inicia con 0,10 g/L y alcanza las 0,13 g/L. A partir de este tiempo
se observa un decrecimiento en la densidad Optica, esto puede deberse aque, para esta especie
de microalgas el crecimiento comienza a disminuir significativamente a partir de las 96 horas,
probablemente porque el cultivo empieza a envejecer, debido a que el contenido de clorofila a
por célula solo permanece constante mientras las células crecen exponencialmente y esto ocurre
normalmente desde las 72 0 96 h de cultivo (Martinez, 2013). Ademas, se puede comparar con
los resultados de Septory y Triyatmo, (2016) donde el séptimo dia de cultivo, que es el tltimo dia

de observacion, las células de Nannochloropsis sp tenian baja densidad, pero aunestabanvivas.

La concentracion menor que inicia con 0,10 g/L es mas ventajosa, debido a que muestra un
mayor crecimiento relativo en las primeras 48 horas. Esto posiblemente se deba a que una
concentracion menor reduce la limitante del efecto de sombreado, un fenémeno que ocurre
cuando hay una gran concentracion de células que bloquean el paso de la luz disponible, lo cual
afecta negativamente su crecimiento, Ademas, de la baja concentracion de nutrientes en el agua

residual utilizada limita el crecimiento de la especie (Vera & Martinez, 2021).

4.2.3.3 Tasade crecimiento

De acuerdo con los resultados de Chlorella vulgaris presentados en la tabla 30, la menor tasa de
crecimiento de biomasa, incluyendo valores negativos a las 24 horas, podria estar condicionada
por los sucesos de la fase de retardo, justificados anteriormente, y por la fotoinhibicion. Este
fenémeno indica que las microalgas Chlorella vulgaris no reciben suficiente luz debido a

fendbmenos de sombra (Lee, 2016).

A las 96 horas se registrd la mayor tasa de variacion de la concentracion, observandose ademas
la similitud de las tasas de crecimiento. Se aprecia que la tasa de crecimiento disminuye a las
144 horas, lo cual puede ser atribuido al fenémeno de sombra, ya que una mayor concentracion
de biomasa inhibe la penetracion de luz (Bux y Chisti, 2016). Las tasas son superiores a estas
en consecuencia del crecimiento mixotrofico. Estas tasas de crecimiento podrian ser superiores
con el suministro de CO: (Yousif et al., 2022).
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Tabla 30.
Resultados de la tasa de crecimiento (1) de Chlorella vulgaris
Tasade crecimiento dia-1Chlorellavulgaris
Tiempo Tasade crecimiento Tasa de crecimiento Media Desviacién
concentracion menor concentracion mayor
24 -0,00635 -0,46708 -0,23672 +0,32579
48 0,30034 0,23167 0,26600 +0,04856
96 0,39701 0,35347 0,37524 +0,03079
144 0,15543 0,07935 0,11739 +0,05380

Para la especie Nannochloropsis sp, tal como se muestra en la tabla 31, se puede observar una
tasa de crecimiento muy distinta a la presentada en la tabla correspondiente a Chlorella vulgaris.
Alas 24 horas se obtuvo la mayor tasa de crecimiento para ambas concentraciones, con un valor
de 0,15 dia %, similar al encontrado en el cultivo mixotréfico debido a la remocion de nutrientes y
a los tiempos de fotoperiodo en la parte fototréfica (Yousif et al., 2022).

Sin embargo, en los dias posteriores se observaron tasas de crecimiento negativas, ya que el
valor de la densidad éptica disminuye. Ademas, es posible que el color de esta especie, que varia
de amarillo a verdoso, contribuyera a estos resultados. En los dias finales, el color del agua
cambio a tonalidades de café aamarillo. Este oscurecimiento del color obstaculizé la penetracion
de la luz, resultando en fotoinhibicién.

No obstante, es importante discutir que los picos que presentan mayor absorbancia para
Nannochloropsis sp., son los siguientes 490 nm que indica los pigmentos presentes en las
microalgas y 680 nm que sefiala la cantidad de biomasa fotosintética, recalcando esta especie
contienen una variedad de pigmentos como la antoxantina, astaxantina y zeaxantina (Garate
Osunaetal., 2022).
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Tabla 31.
Resultados de la tasa de crecimiento (1) de Nannochloropsis sp
Tasade crecimiento dia -t Nannochloropsis sp
Tiempo Tasa de crecimiento Tasa de crecimiento Media Desviacion
concentracion menor concentracion mayor
24 0,16660 0,14165 0,15413 +0,01764
48 0,08536 -0,01266 0,03635 +0,06931
96 -0,39925 -0,24077 -0,32001 +0,11207
144 0,03416 -0,04024 -0,00304 +0,05261

En la tabla 32, se detalla la tasa de crecimiento o productividad y el tiempo de duplicacion de
Nannochloropsis sp. durante los dias de crecimiento exponencial. Ya que, los resultados previos,
es decir; de las tablas 30 y 31 presentados son evaluados en distintas tomas de muestra, de

acuerdo al dia de medicion designado.

Los resultados obtenidos en este estudio pueden compararse con los de Navarro Peraza et al.,
(2017) quienes reportaron una tasa de crecimiento especifica (1) de 0,165 d* para
Nannochloropsis sp., Kawaroe et al., (2015) encontraron una p entre 0,19-0,30 d™* y un tiempo
de duplicacion (td) de 2,27-3,51 dias. Peng et al., (2020) registraron una p de 0,30 d,
presentandovalores superiores alos de este trabajo. Sirin & Sillanpéaa (2015) reportaron valores

de latasade 0,37-0,45d™.

Sin embargo, se identificaron valores inferiores en estudios como el de Garate Osuna et al.,
(2022) conuna pde 0,133 dty untd de 5,2 dias. Montero-Sanchez et al., (2012) informaron una
productividad de biomasa significativamente menor para Nannochloropsis sp., con resultados de
0,003 y0,09 g L tdia?, estos valores se obtuvieron bajo condiciones no favorables debido a la
baja concentracion de nutrientes en el agua residual utilizada en este trabajo. Ademas, se pudo
corroborar que el estudio se encuentra dentro del rango de los valores reportados por los

estudios.
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Tabla 32.

94

Resultados de la tasa de crecimiento (L) y tiempo de duplicacién de Nannochloropsis sp y
Chlorella vulgaris

Chlorellavulgaris Nannochloropsis sp
Concentracion  Concentracidbn Concentracion Concentracion
mayor

Tasade 0,28104447 0,21946289 0,16660414 0,14165052
crecimiento

especifico

Tiempo de 2,4663256 3,15837996 4,16044389 4,89336146
duplicacién

4.3 Resultados de la evaluacion de larelacion Carbono: Nitrogeno de las microalgas

postratamiento

En la tabla 33, se presentan los resultados para las concentraciones de Carbonoy Nitrégeno en

las microalgas de las diferentes muestras (M) analizadas.

Tabla 33.

Resultados del contenido de carbonoy nitrégeno en microalgas cosechadas postratamiento

Especie Promedio
Carbono mg/l Desvia Nitrégeno Promedio Desvia
M1 M2 M3 cion M4 M5 M6 mg/L cion
Chlorella
vulgaris 564 575 570 569.666 5.507 317 292 304 304,333  +12,503
mg/l  mg/l  mgl/l mg/I mg/l mg/I
Nannochl 567 566 567 566.666 0.577 520 492 512 508 114,422
oropsis mg/ll mg/l  mgll mg/I mg/I mg/I
sp

En la evaluacion de utilizar las microalgas cosechadas postratamiento como biofertilizante se
obtuvo una relacion Carbono:Nitrogeno (C/N) para Chlorella wulgaris de 1,8:1, mientras que la
relacion C/N para la Nannochloropsis sp, de 1,2:1, esta relacion se considera baja para la
utilizacién tipica de un biofertilizante que presenta relacion 6ptima es 25:1 siendo aceptable

también una relacién C/N de 20 a 30 si la relacion C/N es de 40 quiere decir que tiene mas
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Carbono y si la relacion es de 10 podemos decir que tiene relativamente mas Nitrogeno.
(Chocando & Veliz, 2019).

Las relaciones C/N de las aguas residuales se sitian entre 2,5-4:1 (Kvantaliani, 2022). La
relacion obtenida de las microalgas puede estar condicionada a la falta de suministro de dioxido
de carbono (CO>) durante los ensayos y al no contener las aguas residuales una relacion alta fue
desfavorable para las especies ademas que al encontrase selladas no permite la captacién de
diéxido de carbono del ambiente. No obstante, segin Gamarra-Lezcano et al., (2018) indica
cuando existen valores bajos de relacién C/N los microorganismos seran mas eficientes en la
descomposicion de la materia organica.

Ademas, el investigador Verma et al., (2023) sugiere que la relacién carbono-nitrégeno en el
suelo de algunos cultivos debe mantenerse baja, ya que una alta concentracion de carbono
podria llevar a la inmovilizacién del nitrégeno en el suelo. Aunque no proporciona un valor
especifico para esta relacién, enfatiza la importancia de esta consideracion en la gestiéon de
fertilizantes nitrogenados utilizados generalmente en el cultivo de hortalizas, en consecuencia,
de caracterizarse por ser plantas que necesitan de grandes cantidades de nitrégeno. Ademas,
Verma et al., (2023) destaca el uso de microalgas como fertilizantes nitrogenados, sefialando
que el amonio es uno de los nutrientes preferidos por estas microalgas, lo que las hace

especialmente eficaces en la absorcion de nitrégeno.

Por otro lado, la investigacion realizada por Briones-Morales y San Martin-Aguilera (2021)
resume los requisitos establecidos por la Unidon Europea respecto a los fertilizantes 6rgano-
minerales. Segun sus hallazgos, se requiere que los abonos érgano-minerales nitrogenados
contengan al menos un 10% de nitrogeno total y un 8% de carbono organico. Para los abonos
o6rgano-minerales nitrogenados liquidos, se exige un minimo de 8% de nitrégeno total y un 5%
de carbono organico. Estos requisitos aseguran que los fertilizantes proporcionen los nutrientes

necesarios de manera eficiente y sostenible.

Los resultados obtenidos del andlisis estadistico t-test sefialan que existe una diferencia
significativa de la concentracion de nitrogeno entre las Chlorella vulgaris y Nannochloropsis sp.,
con un valor p = 5,044e-05. Donde Chlorella vulgaris tiene una media de nitrégeno de 304,33,
mientras que Nannochloropsis sp. tiene una media de 508. La diferencia entre estas medias es
notable. En el caso del carbono el estadistico W fue de 6 y el valor p obtenido fue 0,6579, lo que
indica que no hay suficiente evidencia para rechazar la hipétesis nula. Esto sugiere que no hay

una diferencia significativa en los niveles de carbono entre las dos especies de microalgas.
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5. Conclusionesyrecomendaciones

5.1 Conclusiones

El sistema disefiado a escala de laboratorio para el cultivo de microalgas con agua residual
doméstica, que incluye una estructura de madera con iluminacion LED controlada, sistemas de
aeracion y agitacion eficientes, y el uso de matraces Erlenmeyer para diferentes condiciones
experimentales, proporciond un entorno controlado y replicable.

Los resultados obtenidos en esta investigacién demostraron que, en la primera fase de ensayos

correspondiente a las diferentes intensidades luminicas:

Para Chlorella vulgaris el mayor crecimiento de microalgas se obtuvo a una iluminacién de 240
umol/m?/s de radiacibn PAR, con una concentracion final de 0,16 g/L, siendo superior a lo
obtenido con otras intensidades de luz. Para Nannochloropsis sp, la mayor concentracion de
biomasa se obtuvo a 240 umol/m?/s con un valor de 0,18 g/L.

En cuanto a la remocion de nitrdgeno en Chlorella wulgaris, la iluminaciéon a 360 pmol/m?/s reportd
un porcentaje de remocién de amonio con un 93,7%. Adicionalmente, el porcentaje de remocion
de nitrato alcanz6 un 91,89% a una intensidad de 480 pmol/m?/s, por ultimo, el mayor porcentaje
de remocion de nitrito reportado fue 94,11%alas intensidades de360 pumol/m2/sy 480 pmol/m2/s

Para Nannochloropsis sp, los mayores porcentajes de remocion de nitratos y nitritos se lograron
en una intensidad de 360 umol/m?/s, en cuanto al amonio el porcentaje mayor se registro a 240

pmol/m2/s con un 72,58%

Chlorella wulgaris alcanz6 un porcentaje de remocion de fésforo del 35,7% a una intensidad de
240 pmol/m3/s mientras que Nannochloropsis sp,. a 360 pmol/m?/s alcanzo un porcentaje de

remocion de fosforo de 13,39%.

Para Chlorella vulgaris, se encontré que la mejor remocién de DQO se logr6 con una intensidad
de iluminacién de 240 pmol/m?3s, reduciendo su concentracion inicial de 199 mg/L, en un 39,19%
alcanzando una concentracion final de 121 mg/l. Por otro lado, Nannochloropsis sp. mostré una
mayor eficiencia de remocién de DQO a una intensidad de iluminacién de 480 pmol/m?/s, con un
porcentaje de remocién del 42,03% a una concentracion inicial de 295 mg/!I.
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No obstante, los analisis estadisticos revelaron que no existen diferencias significativas en la
remocion de nutrientes (nitritos, nitratos, fosfatos, amonio) relacionada con las diferentes
intensidades, por lo que el disefio experimental aplicado a la segunda fase que consiste en la
variacion de las concentraciones iniciales de biomasa, se realizd6 con la intensidad de 240
pumol/m?/s teniendo en cuenta que esta presenta los mejores resultados de aumento en la

concentracion de biomasa.

Ademas, en la segunda fase experimental que comprende la comparacion entre especies de

microalgas, asi como entre las concentracionesiniciales de biomasa, se concluyd lo siguiente:

Para Chlorella vulgaris, a mayor concentracion inicial se obtuvo porcentajes de remocién 87,5%,
71,42%, 97,31% de nitritos, nitratos y fosforo, la remocién de amonio fue mejor a una

concentracion menor, con un 78%.

Mientras que para Nannochloropsis sp., los mayores valores reportaos para la remocion se
lograron con la concentracion inicial de biomasa menor, para nitritos y nitratos con 85,71% y
95,12% respectivamente, y con una remocion mayor alcanzada en la concentracion mayor para

fosfatos y amonio con 35,39% Yy 28,57% respectivamente.

Chlorella wulgaris demostr6 una alta eficiencia en la remociéon de DQO al sexto dia de
experimentacion, empezando con una concentracién de 337 mg/L tanto para la concentracién
inicial de biomasa mayor como la menor, y teniendo porcentajes de remocion del 73.88% y del
81.60% respectivamente, es decir las concentraciones finales de DQO reportadas fueron de 88
mg/L para la concentracion inicial de biomasa mayor y 62 mg/L para la concentracion inicial de

biomasa menor.

Para Nannochloropsis sp., la concentracién inicial fue de 446 mg/L, para ambas
concentraciones, y se registraron porcentajes de remocién de 76,90% y 81,39% para
concentracion inicial de biomasa mayor y menor respectivamente, es decir las concentraciones
finales de DQO reportadas fueron de 83 mg/L concentracion inicial de biomasa mayor y 103 mg/L
concentracion inicial de biomasa menor, Lo que indica la capacidad de estas microalgas para
asimilar y degradar la materia organica presente en el agua residual. Aunque los porcentajes de
remocion podrian ser mayores con un tiempo de experimentacion prolongado, los resultados
obtenidos respaldan la eficiencia de Nannochloropsis sp. en la remocién de DQO en un corto

periodo de tiempo.
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Sin embargo, el andlisis estadistico mostré que las concentraciones iniciales de microalgas, tanto
para Chlorella vulgaris como para Nannochloropsis sp., no tuvieron un impacto significativo en la
eficiencia de remocion de contaminantes. Los analisis estadisticos realizados, como el test de
Wilcoxon y el ANOVA bidireccional, respaldaron la consistencia de los resultados obtenidos,
indicando que no existen diferencias significativas en laremocion de contaminantes entre las dos

especies de microalgas ni entre las diferentes concentraciones iniciales.

Las relaciones C/N obtenidas para Chlorella vulgaris (1,8:1) y Nannochloropsis sp. (1,2:1) son
significativamente méas bajas que las optimas de 25:1 a 30:1 para biofertilizantes, indicando una
alta proporcién de nitrogeno que podria afectar su eficacia; sin embargo, los fertilizantes
nitrogenados son caracterizados por mantener una baja relacién C/N, la cual es crucial para
evitar la inmovilizacion del nitrégeno en el suelo, especialmente en cultivos que requieren
grandes cantidades de este nutriente, como las hortalizas.

La prueba estadistica t, aplicada a la caracterizacion del nitrdgeno de la biomasa de cada especie
de microalga secada, indicd que el nivel promedio de este compuesto en Chlorella wulgaris es
significativamente menor que en Nannochloropsis sp. Por otro lado, la prueba de Mann-Whitney
aplicada al carbono, mostré que no hay diferencias significativas en los niveles de este
compuesto, entre las dos especies, sugiriendo un contenido de carbono similar en ambas

microalgas.
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5.2 Recomendaciones

Se recomienda llevar a cabo investigaciones con duraciones prolongadas y utilizando aguas
residuales con mayores concentraciones de contaminantes. Con el fin de evaluar mejor la
efectividad. Esto permitird obtener mayores crecimientos de biomasa, debido a que en este
estudio las concentraciones iniciales de nutrientes fueron un limitante.

Suministrar CO: a través de tanques o cdpsulas para mantener el control del pH. Este método
garantiza un entorno Optimo para el crecimiento de las microalgas y mejora la eficiencia del

proceso de biorremediacion.

Realizar investigaciones enfocadas en la aplicacién de las microalgas como biofertilizantes,
incluyendo pruebas en pequefios cultivos para evaluar la eficacia y los beneficios en diferentes

tipos de plantas y condiciones de cultivo.

Se recomienda que se haga mantenimiento a los equipos de laboratorio, que se equipe mas,
para abastecer las necesidades de clases, practicas y desarrollo de tesis y asi no complicar los

cronogramas establecidos.
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Anexos

Anexo A. Tablas de los promedios de las concentraciones para nitritos, nitratos, fosfatos y
amoniaco en los diferentes ensayos

Tabla 1. Concentraciones de nitritos en mg/l registradas en variaciones de intensidades
luminicas para Chlorella vulgaris

Nitritos
Tiempo 480 pmol/m2s. 360 pmol/m2s. 240 umol/m3s.

0 0.017 0.017 0.017

20 0.003 0.004 0.007

40 0.008 0.001 0.009

60 0.002 0.001 0.002

80 0.002 0.001 0.001
200 0.001 0.001 0.003

Tabla 2. Concentraciones de nitratos en mg/l registradas en variaciones de intensidades
luminicas para Chlorella vulgaris

Nitratos
Tiempo 480 pmol/m2s. 360 pmol/mas. 240 pmol/m3s.
0 3.7 3.7 3.7
20 1.6 1.2 15
40 0.9 0.8 1.3
60 0.8 0.6 1
80 0.3 0.6 0.7
200 0.3 0.6 0.5

Tabla 3. Concentraciones de fosfatos en mg/l registradas en variaciones de intensidades
luminicas para Chlorella vulgaris

Fosfatos
Tiempo 480 360 240
pmol/ma3s. pmol/mas. pmol/mas,

0 1.26 1.26 1.26

20 1.18 1.24 0.86
40 1.03 1.2 0.86
60 1.02 0.94 0.81
80 0.97 0.83 0.83
200 0.85 0.85 0.85
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Tabla 4. Concentraciones de Amonio en mg/l registradas en variaciones de intensidades
luminicas para Chlorella vulgaris

Amonio

Tiempo 480 pmol/m3s. 360 240
pmol/ma2s. pmol/mz2s.

0 3.2 3.2 3.2

20 2.9 1.4 0.9

40 2.7 11 0.6

60 11 0.6 0.6

80 1.1 0.6 0.4

200 0.6 0.2 0.3

Tabla 5. Concentraciones de nitritos en mg/l registradas en variaciones de intensidades
luminicas para Nannochloropsis sp.

Nitritos
Tiempo 480 pmol/m?3s. 360 240
pmol/ma2s. pmol/mas,

0 0.007 0.007 0.007

20 0.007 0.007 0.008
40 0.006 0.005 0.007
60 0.007 0.002 0.004
80 0.005 0.002 0.003
200 0.007 0.001 0.001

Tabla 6 Concentraciones de nitratos en mg/l registradas en variaciones de intensidades
luminicas para Nannochloropsis sp.

Nitratos
Tiempo 480 umol/m3s. 360 240
pmol/ma2s. pmol/ma3s,

0 4.4 4.4 4.4
20 3.7 2.55 2.73
40 3.5 1.73 1.4
60 2.1 15 0.95
80 3.6 1.47 2.5
200 3.1 1.7 2.9
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Fosforo
Tiempo 480 umol/m3s. 360 240
pmol/mz2s. pmol/mz2s.

0 1.16 1.16 1.16
20 1.08 1.15 1.07
40 1.06 1.14 1.02

60 1.03 1.08 1
80 0.99 1.02 0.98
200 0.94 0.92 0.97

Tabla 8. Concentraciones de amonio en mg/l registradas en variaciones de intensidades
luminicas para Nannochloropsis sp

Amonio
Tiempo 480 pmol/m3s. 360 240
pmol/ma2s. pmol/ma2s.

0 0.62 0.62 0.62

20 0.55 0.4 0.6
40 0.4 0.35 0.5
60 0.4 0.27 0.47
80 0.21 0.4 0.5
200 0.3 0.31 0.17

Tabla 9. Concentraciones de nitritos en mg/l registradas en variaciones de concentraciones
iniciales de biomasa para Nannochloropsis sp

Nitritos
Tiempo (horas) Concentracion menor Concentracion mayor
0 0.007 0.007
24 0.011 0.015
48 0.008 0.002
96 0.002 0.001
144 0.001 0.002
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Nitratos
Tiempo (horas)  Concentracion menor ~ Concentracion mayor
0 4.1 4.1
24 2.7 55
48 2.8 2.8
96 0.6 1.4
144 0.2 0.8

Tabla 11. Concentraciones de fosfatos en mg/l registradas en variaciones de concentraciones
iniciales de biomasa para Nannochloropsis sp

Fosfatos
Tiempo (horas) Concentracién menor Concentracion mayor
0 1.13 1.13
24 1.07 1.04
48 0.72 0.94
96 0.74 0.85
144 0.73 0.84

Tabla 12. Concentraciones de amonio en mg/l registradas en variaciones de concentraciones
iniciales de biomasa para Nannochloropsis sp

Amonio
Tiempo (horas) Concentracion menor Concentracion mayor
0 0.56 0.56
24 0.53 0.35
48 0.7 0.4
96 0.45 0.5
144 0.5 0.7

Tabla 13. Concentraciones de nitritos en mg/l registradas en variaciones de concentraciones
iniciales de biomasa para Chlorella vulgaris

Nitritos
Tiempo (horas) Concentracion menor Concentracion mayor
0 0.008 0.008
24 0.006 0.007
48 0.004 0.006
96 0.0025 0.003
144 0.0015 0.001
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Tabla 14. Concentraciones de nitratos en mg/l registradas en variaciones de concentraciones
iniciales de biomasa para Chlorella vulgaris

Nitratos
Tiempo (horas) Concentracion menor Concentracion mayor
0 14 14
24 1.73 2
48 1.875 1.35
96 0.325 0.5
144 0.66 0.4

Tabla 15. Concentraciones de fosfatos en mg/l registradas en variaciones de concentraciones
iniciales de biomasa para Chlorella vulgaris

Fosfatos
Tiempo (horas) Concentracion menor Concentracién mayor
0 0.93 0.93
24 0.74 0.51
48 0.61 0.045
96 0.0675 0.11
144 0.04 0.025

Tabla 16. Concentraciones de amonio en mg/l registradas en variaciones de concentraciones
iniciales de biomasa para Chlorella vulgaris

Amonio
Tiempo (horas) Concentracion menor Concentracion mayor
0 1.5 15
24 2 1.3
48 1.725 1.075
96 1.425 1.175
144 0.33 0.925
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Anexo C. Fotografias en el laboratorio
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