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GLOSARIO

Acineto: célula o espora de reposo y resistencia, de pared gruesa, que, generalmente incorpora la
pared de la célula vegetativa original, propio de cianofitas y otras algas.

Agua desionizada: es aquella a la que se le han extraido cationes como el sodio, el calcio, el
hierro, el cobre y otros, y aniones tales como el carbonato, el fluoruro, el cloruro y otros, mediante

un proceso de intercambio i6nico.

Anaerobiosis: Vida en ausencia de oxigeno libre. Se aplica a la vida del organismo anaerobio,

que ocurre fuera de la presencia del aire

Autoesporas: designa un cuerpo microscépico unicelular o pluricelular que se forma con fines
de dispersion y supervivencia por largo tiempo, similares a la célula madre, no puede moverse y

no tiene el potencial de desarrollar ningun flagelo.

Bentos: comunidad formada por los organismos que habitan el fondo de los ecosistemas
acudticos, alli donde la luz alcanza el fondo, lo que depende de la profundidad y de la

transparencia del medio, la comunidad incluye productores primarios fotosintetizadores.

Biocombustibles de Primera generacion: corresponde al etanol y el biodiesel, son producidos
de una parte especifica, normalmente comestible, de plantas tradicionales como la cafia-de-

azucar, la soja, el trigo, el maiz o la palma aceitera.

Bioconversion: Transformacién de una forma de energia en otra o de una sustancia en otra, a

causa de la accion de seres vivos 0 sus enzimas.

Biodegradable: Que puede descomponerse en elementos quimicos naturales por la accion de

agentes bioldgicos, como el sol, el agua, las bacterias, las plantas o los animales.

Biomasa: En el contexto energético, la biomasa puede considerarse como la materia organica
originada en un proceso biol6gico, espontaneo o provocado, utilizable como fuente de energia.
La valoracion de la biomasa puede hacerse a través de cuatro procesos basicos mediante los que
puede transformarse en calor y electricidad: combustion, digestion anaerobia, gasificacion y
pirolisis.

Bioproducto: son el resultado de la aplicacion de la biotecnologia dentro del ambito industrial
(biotecnologia blanca o industrial), dénde, mediante procesos Biolégicos, Bioquimicos; con la
incorporacién de enzimas, microorganismos, bacterias, etc., se transforma la biomasa (cultivos
de no alimentacion) en bioproductos como: los bioplésticos, las biopinturas, los biolubricantes,

los biomateriales de la construccidn, la bioenergia, los biocombustibles, etc.
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Bisfenol A: usualmente abreviado como BPA, es un compuesto organico con dos grupos
funcionales fenol. Es un bloque (mondémero) disfuncional de muchos importantes plasticos y
aditivos plasticos.

Carbonaceo: definicion de una sustancia rica en carbono.

Carotenos: carotenoides son pigmentos que aportan los colores amarillo y rojo, se encuentran en

el interior de las células vegetales y actian como antioxidantes naturales para nuestro organismo.

Clorofila: Pigmento de color verde que se halla presente en las hojas y tallos de muchos vegetales

y que es responsable del proceso de fotosintesis.

Coproductos: Cualquiera de dos o méas productos elaborados conjuntamente. Son productos
individuales que tienen un valor de venta significativo que se producen simultaneamente en un

proceso.

Cosmopolita: se dice que un organismo es cosmopolita cuando se aclimata a cualquier territorio

o logra soportar toda clase de condicion climatica.

DBOs: Esta medida representa la cantidad de oxigeno necesaria para estabilizar biolégicamente
la materia organica contenida en una muestra de agua, incubada durante cinco dias a 20 °C. Con
esta medida se pretende reproducir el consumo de oxigeno en un medio natural, como podria ser

un rio, ocasionado por el vertido de agua residual.

Decantacion: es un método fisico utilizado para la separacion de mezclas, se usa para separar un
solido de un liquido o dos liquidos, uno méas denso de otro y que por lo tanto ocupa la parte

superior de la mezcla.

Eutrofizacion: Acumulacion de residuos organicos en el litoral marino o en un lago, laguna,
embalse, etc., la abundancia anormalmente alta de nutrientes produce de manera general un

aumento de la biomasa y un empobrecimiento de la diversidad.
Flagelado: es la presencia de uno o mas flagelos largos en una o en todas las fases del ciclo vital.

Flagelos: es un apéndice movil con forma de latigo presente en muchos organismos unicelulares

y en algunas células de organismos pluricelulares.

Fototrofico: Los organismos fototréficos utilizan la energia proveniente de la luz solar para
producir nutrientes a partir de compuestos organicos necesarias para la ejecucion de sus
actividades metabdlicas. Los fotoautotroficos son, asi, organismos productores y constituyen la

base de los ecosistemas y de las cadenas alimenticias.

Heterotélica: Término referido a una especie constituida por individuos autoestériles

(autoincompatibles), que para la reproduccion sexual requieren la union de gametos compatibles,
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sin considerar la presencia de ambos 6rganos reproductores, masculinos y femeninos, sobre el

mismo individuo.

Homotalica: Término referido a una especie que para su reproduccion sexual precisa Unicamente
un talo, que por tanto es autocompatible. La fecundacion se realizara por union de dos gametos

provenientes del mismo talo.

Mixotrofico: puede describir organismos (usualmente algas, bacterias), capaces de obtener
energia metabdlica tanto de la fotosintesis como de seres vivos. Esos organismos pueden utilizar

la luz como una fuente de energia, o tomarla de compuestos organicos o inorganicos.

Monomero: Molécula simple, generalmente de peso molecular bajo, que forma cadenas lineales

o ramificadas de dos, tres 0 mas unidades.

Nitrégeno total Kjeldahl: es un indicador utilizado en quimica analitica cuantitativa. Refleja la
cantidad total de nitrégeno en el agua analizada, suma del nitrégeno organico en sus diversas
formas (proteinas y &cidos nucleicos en diversos estados de degradacion, urea, aminas, etc.) y el

ion amonio NH4+.

Pirenoide: Region diferenciada en el plastido de ciertas algas, de composicién protéica, incolora,
puede ser intra o extraplastidial. En las algas verdes es una region de condensacion de la glucosa

en almidon.

Plancténico: Se denomina plancton al conjunto de organismos, principalmente microscopicos,
que flotan en aguas saladas o dulces, mas abundantes hasta los 200 metros de profundidad

aproximadamente.

Polimero: son macromoléculas (generalmente organicas) formadas por la unién mediante enlaces

covalentes de una 0 mas unidades simples llamadas mondmeros.
POME: Efluente de fabrica de aceite de palma.
Pseudocolonia: parecen pero no son colonias reales.

Xantofila: es un compuesto quimico perteneciente al grupo de los carotenoides que posee uno o

mas atomos de oxigeno en su estructura.

Zoospora: es una espora asexual motil provisto de flagelos para locomocidn; producido dentro

de esporangios propios de algunos hongos y algas, para propagarse.
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RESUMEN

Esta investigacion esta enfocada en evaluar la capacidad de las algas Chlorophyta para remover
materia organica en aguas residuales del Camal Municipal del Cantén Shushufindi, tomando en
cuenta el interés a nivel mundial en el cultivo de microalgas con fines energéticos, unido a la
necesidad de disponer de tecnologias de tratamiento de aguas residuales ambientalmente mas
sostenibles. Se cultivd algas aisladas de la laguna Limoncocha en un fotobiorreactor tubular, se
construy6 6 unidades experimentales de 1,8L con 5 repeticiones, se realizé pruebas de crecimiento
sembrando en medio de cultivo Nitrofoska foliar con aireacién y sin aireacién; pruebas de
reduccion de materia organica sembrando algas en agua residual de camal con dilucién 1:3 con
aireacion y sin aireacion; dos unidades experimentales sin algas una con aireacion y otra aireacion
utilizadas como blanco, se utilizé un fotoperiodo de 12 horas con ldmparas led de 800 Lux
aproximadamente, temperatura de 22.38, = 2.3 °C y pH de 8,45 £ 0.22. El tratamiento méas
eficiente para la remocién de DBOs, fosfatos y nitrogeno total Kjeldahl fué el cultivo de algas en
agua residual de camal 1:3 con aireacion, con 83,1% * 5,9; 58,9% = 7,7 y 63,1 % + 2,3
respectivamente, presentando una productividad celular de 41944 células/L.dia, que
estadisticamente es mayor a la productividad celular de algas obtenida con el medio Nitrofoska
foliar con aireacion que fue de 39061 células/L.dia, demostrando que las aguas residuales del
Camal Municipal del Cantén Shushufindi constituyen un medio de cultivo mas eficiente para la
produccion de biomasa algal. Para la remocién de sulfatos el cultivo en agua residual de camal
sin aireacion presentd mayor eficiencia con 58, 9% + 7,7 de remocidn. La biomasa algal residual
producida por el tratamiento puede constituir una materia prima valiosa para la produccion de

bioenergia, alimentacion animal, biofertilizantes u otros productos de valor afiadido.

Palabras clave: <BIOTECNOLOGIA>, <BIORREMEDIACION>, <TRATAMIENTO DE
AGUAS RESIDUALES>, <PRODUCCION DE BIOMASA>, <MICROALGAS VERDES>,
<REMOCION DE NUTRIENTES>

13 MAY 2018
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SUMMARY

This research focuses on evaluating the ability of Cholorophyta seaweed to remove organic
material in sewage water from the Municipal slaughterhouse of Shushufindi Canton, taking into
account the worldwide interest in the cultivation of microseaweed for energy purposes, attached
to the need to have environmentally more sustainable sewage water treatment technologies.
Seaweed isolated from the Limoncocha lagoon was cultivated in a tubular photobioreactor, 6
experimental units of 1.8L were constructed with 5 replications. Growth tests we made by sowing
in Foliar Nitrofosca cultivation between with aeration and without aeration; organic material
reduction tests by sowing seaweed in sewage water from slaughterhouse with dilution 1:3 with
aeration and without aeration; two experimental units without seaweed, one with aeration and
another aeration used as target. A 12-hour photoperiod was used approximately 800 Lux LED
lamps, a temperature of 22.38 + 2.3° C and pH of 8,45 £ 0.22. The most efficient treatment for
the removal of BOD5, phosphates and total nitrogen Kjeldahl was the cultivation of seaweed in
sewage water from slaughterhouse 1:3 with aeration, with 83.1% % 5.9; 58,9 % + 7.7 and 63.1%
+ 2.3 respectively, providing a celular productivity of seaweed obtained with Nitrofoska Foliar
with aeration that it was 39061 cells/ L.day, which demonstrating that the sewage water from the
Municipal slaughterhouse of Shushufindi Canton constitutes a more efficient cultivation way for
the production of seaweed biomass. For the removal of sulfates, the cultivation in sewage water
from slaughterhouse without aeration showed greater efficiency with 58.9% + 7.7 removal. The
residual seaweed biomass produced by the treatment can constitute a valuable raw material for

the production of bioenergy, animal feed, biofertilizers of other value-added products.

KEYWORDS: BIOTECHNOLOGY // BIOREMEDIATION // SEWAGE TREATMENT //
BIOMASS PRODUCTION // GREEN MICROSEAWEED // NUTRIENT REMOVAL.
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INTRODUCCION

Identificacién del problema

El Camal Municipal del canton Shushufindi se encuentra situado junto al rio Eno en el que se
descarga el agua residual proveniente de sus actividades; esta agua que contiene sangre,
excremento, contenido ruminal, grasa, pelos se caracteriza por contener altas concentraciones de
proteinas, grasas, aceites, solidos suspendidos y otros productos de la industria de la carne,
comUnmente presenta pH bésico segun Victor Manuel Luna, 2001, estas caracteristicas la

convierte en agua rica en: nitratos, nitritos, fosfatos, sulfatos y materia organica.

El principal objetivo del tratamiento de estas aguas residuales es la eliminacién de la materia
organica, la mayor parte de la materia organica es biodegradable, los microorganismos la utilizan
como alimento, consumiendo oxigeno, asi su concentracion puede disminuir hasta alcanzar
niveles de anaerobiosis, es decir, ausencia de oxigeno disuelto, cuando es vertida directamente al
ambiente el agua residual sin depurar la materia organica que contiene conduce a la degradacion
de las corrientes de agua receptoras. En estas condiciones aparecen olores desagradables, y no
hay posibilidad de supervivencia para organismos superiores como los peces, de hecho, con el
vertido incontrolado de aguas residuales sin tratar se produce la muerte del medio acuéatico
afectado. (Bolado et al. 2016). La falta de oxigeno disuelto puede provocar un crecimiento acelerado
de plantas verdes que cubren la superficie del agua y evita que la luz solar llegue a las capas
inferiores. Como consecuencia, se incrementa la turbiedad y, al disminuir la cantidad de luz, la
vegetacion muere al no poder realizar la fotosintesis, generando que otros microorganismos, como
bacterias, se alimenten de la materia muerta, y a la vez genera microorganismos patdgenos que

podrian causar enfermedades.(Coca et al. 2015)

La ONU ha reportado que entre 1990 y 2010 se ha producido un cambio significativo en la calidad
del agua, principalmente un exceso de materia biodegradable y afecta uno de cada siete kildmetros
de los rios en América Latina. PNUMA asegura que la influencia en el cambio en la calidad del
agua es mas evidente en poblaciones de escasos recursos, debido a que son quienes mas utilizan
el agua para cubrir sus necesidades basicas, el incremento de materia organica en lagos y rios esta

directamente relacionado con el aumento de la poblacion e industrias.

Una alternativa de tratamiento para disminuir la concentracion de materia organica en agua
residual es el uso de algas Chlorophyta, que presentan un alto potencial para captar los nutrientes

en el agua como Ny P (Codina, Garcia y Baron 2012). El tratamiento de las aguas residuales con micro



algas es eco-amigable y ofrece una ventaja significativa de costo-efectividad para la remocién de

nutrientes y la produccion de biomasa. (Fernandez, Martin y Mosquera 2014).

Las nuevas investigaciones en procesos de tratamientos de aguas, se enfocan en la busqueda del
aprovechamiento econdémico permitiendo utilizar las aguas residuales como sustrato para el
crecimiento de algas, lo que las hace una forma mas econémica de utilizacion y produccién a
nivel industrial. Se ha descubierto que la biomasa de las algas, tiene un gran ndmero de
aplicabilidades dependiendo de la fuente de produccién: alimento por su alto contenido en
proteinas (M. Garcia-Garibay, 2014), produccion de biocombustibles (Joé C.M.Pires, 2019), reducen la
cantidad de CO; atmosférico (Stan Pankratz, 2019), aprovechamiento de metabolitos secundarios

para salud y cosméticos (Maira Ariede, 2019) .

Justificacion

El crecimiento poblacional hace necesario que se incremente la produccion de alimentos, asi
también la crianza y matanza de animales, sin embargo, también aumenta la cantidad de aguas
residuales producidas, que se convierten en agentes contaminantes para los cuerpos de agua
receptores en los que son descargadas, esto hace necesario buscar tecnologias que sean
ambientalmente méas amigables y eficientes en la descontaminacion de agua residual. Existe una
creciente problematica frente al tratamiento de aguas residuales y la posibilidad de reutilizarlas,
ha planteado sistemas biolégicos que remuevan los contaminantes a costos reducidos

manteniendo el ecosistema. (Salomén, Cravero y Rost, Zimmer 2013)

Las microalgas son organismos unicelulares fotosintéticos capaces de captar luz solar, CO,y
nutrientes del medio para producir biomasa; por tanto, pueden ser aprovechadas en industrias para
el mejoramiento del tratamiento de efluentes, fijacion de CO, y obtencién de biomasa para
produccién de biocombustibles (Codina, Garcia y Barén 2012), son organismos eficientes para llevar
a cabo una bioconversion de la energia solar y la utilizacion de materia organica, mejorando la
calidad del efluente y aumentado la concentraciéon de oxigeno. Las microalgas Chlorophyta
consumen los nutrientes inorganicos (principalmente P, y N) y desplazan microorganismos
patdgenos debido a la competencia que existe entre especies por los recursos utilizables. Con el
consumo de los recursos por parte de las algas, se reduce la capacidad del efluente de provocar
eutrofizacion en cauces naturales y ademas, se obtiene como producto adicional la biomasa, Util
para fines energéticos (Codina, Garcia y Baron 2012) entre las ventajas de las algas se encuentran: facil

adaptacion, pocos requerimientos para su crecimiento, crecimiento rapido, etc.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1364032117308353#!
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1364032117308560#!
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2211926417300486#!

La eficiencia de las algas para remover contaminantes, estéa ligada a una serie de factores como:
el efluente que se necesite tratar, la carga organica e hidraulica del agua, caracteristicas de
operacion del cultivo, organismos depredadores presentes en el agua residual, contaminantes,
profundidad de los estanques y de los mecanismos de agitacion, diferente temperatura e intensidad
luminosa, caracteristicas del fotoperiodo (luz-obscuridad) o luz continua y la combinacién de
estos, estos parametros restringen las aplicaciones de los cultivos de algas. (Salazar et al. 2002)

El uso de un fotobiorreactor permite el control de las condiciones de cultivo, haciendo que la
productividad de biomasa sea mayor, evita el contacto con el ambiente externo, para impedir
contaminacion y cambios bruscos en las condiciones internas del contenedor, evitando afectar el
desarrollo de la biomasa, tiene condiciones mas controladas de cultivo como la dosificacién de

nutrientes, una mejor distribucion de diéxido de carbono, temperatura, iluminacion, etc. (CO,)
(Subasinghe et al. 2003)

Este trabajo se enmarca en la linea de investigacion de tratamiento de recursos y residuos, busca
aislar y aprovechar la capacidad de las algas Chlorophyta presentes en la laguna Limoncocha
descritas en estudios anteriores.(Gémez 2003, 2005; Subia y Rubio Aguiar 2018), Y la disponibilidad de

un fotobiorreactor en la Facultad de Ciencias.



OBJETIVOS

1.1 General

Evaluar la capacidad de las algas Chlorophyta para remover materia organica en aguas residuales
del camal municipal del cantén Shushufindi

1.2.  Especificos

» Realizar la caracterizacion fisicoquimica del agua residual proveniente del Camal
Municipal del Canton Shushufindi.

» Realizar las pruebas de crecimiento y degradacion de materia organica contenida en las
aguas residuales usando algas Chlorophyta.

» Determinar la eficiencia de la remocion de la materia organica de las microalgas

Chlorophyta.



ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

En el cultivo de microalgas es fundamental la disponibilidad de agua y nutrientes, las aguas
residuales pueden cumplir con estos requerimientos eliminando eficazmente tintes y nutrientes
para la posterior produccion de biodiesel (Fazal et al. 2018). En el 2017 se cultivd algas Chlorella
vulgaris, Chlorella kessleri y Scenedesmus obliquus en agua residual real y en medio sintético
con el objetivo de realizar una comparacion entre estos medios, se obtuvo una mayor
productividad de biomasa en el medio sintético Scenedesmus oblicuo; obtuvo la mayor
concentracion de biomasa 1.4 g / L, contenido de lipidos 36.75% y productividad de lipidos
29.8mg lipidos / L - d, mientras que C. vulgaris fue la especie con la mayor productividad de
biomasa (0,107 g / L - d).(Alvarez-Diaz et al. 2017). Por otro lado Markou en 2015 logro maximizar
la produccion de biomasa junto con la eliminacion de nutrientes para el tratamiento de aguas

residuales, obteniendo remociones de amoniaco y fésforo mayores al 95%.

Las microalgas pueden presentar un crecimiento mixotréfico mayor en produccion de biomasa de
entre 3 a 10 veces en relacion con el crecimiento fototréfico, estos consorcios de algas
mixotréficas ofrecen una gran promesa para transformar el agua residual en biomasa renovable
para aplicaciones bioenergéticas (Bhatnagar etal. 2011). Zhou en el 2012, cultivd la microalga
Auxenochlorella protothecoides, heterotréficamente en aguas residuales municipales
concentradas y luego autétroficamente con suplementos de CO,, las eficiencia de eliminacién de
nutrientes al final del cultivo fue para la demanda total de fésforo 98.48%, amoniaco 100%,
nitrogeno 90.60% y oxigeno quimico 79.10%, demostrando ser eficaz para el tratamiento de aguas

residuales ricas en materia organica.

En Portugal en el 2013 se demostrd que las especies de algas clorofitas Tetraselmis suecica e
Isochrysis aff. T-1SO galbana cultivadas en aguas residuales de piscicolas en fotobiorreactores
tubulares con aireacién continuada, fotoperiodo de 12 horas de luz y otras 12 horas de oscuridad,
durante 7-8 dias, fueron capaces de crecer con una tasa de renovacion del 15%. (Freire et al. 2013).
En 2017 se utiliz6 un sistema de tratamiento bioldgico a partir de microalgas de la division
Chlorophyta, para remover la carga contaminante de las aguas residuales de una mina de la
empresa Coal North Energy S.A.S. Al final del tratamiento se obtuvieron porcentajes de remocion

del 66,67% para hierro total, 46,67% para cloruros y 95,1% para DQO (Suarez Gelvez et al. 2018).

En 2007 en la ciudad de Zulia en Venezuela se midié la densidad celular, utilizando el
hematocitdmetro Nelibauer y se realizd seguimiento de pardmetros como: DQO, SST, pH,
nitrdgeno total Kjeldahl y fosforo total en el afluente, las divisiones Cyanophyta y Synechocystis
fueron capaces de disminuir los valores de DQO, SST, nitrégeno total Kjeldahl en 60,38%, 31,5%

y 64% respectivamente, mientras que el fosforo disminuy6 de forma moderada.(Escorihuela et al.
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2007). En el afio 2005, se cultivd microalgas Chlorophyta como Chlorella vulgaris y Sphaerocystis
sp en invernadero y utilizando efluentes anaerobios de reactores RAFA, tomando en cuenta
parametros como: densidad 6ptica (665 nm), conteo celular, pH, oxigeno, morfologia al
microscopio, la clorofila a y nutrientes como los nitratos, los nitritos, los fosfatos y los sulfatos.
Se obtuvo mayor crecimiento en presencia de efluentes anaerobios, debido a la tolerancia de estas
especies a los efluentes anaerobios (Salazar 2005). En el 2001, un estudio que adapto el alga
Chlorella sp primariamente en aguas residuales de pesqueria, obtuvo un mayor crecimiento de
las microalgas durante los tratamientos con recambio diario, un rango de DO entre 0,6 y el 0,65,

pH entre 7,8 y 8,5 se obtuvo una reduccion de DBO de 93%-95%. (Romero, Fresneda y Hernandez
2001)

Un estudio en el 2016 evalud el potencial de crecimiento mixotréfico cultivando Chlamydomonas
globosa, Chlorella minutissima y Scenedesmus bijuga aisladas de aguas residuales industriales,
las aguas residuales tratadas y no tratadas produjeron mayor biomasa, que el crecimiento del
medio estdndar BG11. La suplementacion de aguas residuales tratadas con glucosa y nitrégeno
produjo un aumento de entre 2 a 7 veces mas de biomasa en relacion con las aguas residuales que
no fueron modificadas con estos suplementos. Los consorcios de Chlamydomonas - Chlorella 'y
Scenedesmus - Chlorella obtuvieron mejor productividad de biomasa (Ahmad, Buang y Bhat 2016). La
digestion anaerdbica de microalgas deberia incorporarse en la produccion de otros bioproductos
como biodiesel, bioetanol o &cidos grasos volatiles, esto abriria la posibilidad de mejorar el

tratamiento de aguas residuales y generar productos valiosos a partir de las corrientes de desechos.
(Jankowska, Sahu y Oleskowicz-Popiel 2017).

En el 2015 en Espafia se cultivo durante 115 dias en dos estanques algas en agua residual de
camal, con la finalidad de evaluar la produccién de producir biocombustibles (biodiesel, metano),
se logrd elevada remocién de la demanda total de oxigeno quimico y fosforo soluble en los
cultivos colocados en interiores 92 y 71% y colocados en el invernadero 86 y 91%. Se extrajo
142 (mg FFA/g de biomasa) de 4cidos grasos de alta calidad (FFA) se extrajeron con dioxido de
carbono supercritico. Las producciones mas altas de CH4 se obtuvieron a partir de la biomasa

agotada de lipidos correspondiente al reactor del invernadero a una TRH de 10 dias. (Coca et al.
2015)



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO

1.1. Marco conceptual

1.1.1. Aguas residuales

1.1.1.1. Conceptos, propiedades y tratamientos

El agua residual se refiere a todas las aguas que han sido, de una u otra manera, utilizadas en
cualquier actividad humana. De acuerdo con la procedencia de estas, pueden clasificarse en aguas
de escorrentia, domésticas (fecales y de limpieza), industriales (comerciales e industriales) y

comerciales (agricolas y ganaderas). (Romero, Fresneda y Hernandez 2001)

Las aguas de escorrentia se producen con la lluvia y caen sobre los tejados y los techos de casas
y edificios y corren por las superficies hasta llegar a los sistemas de drenaje (Coca et al. 2015). Las
aguas residuales domésticas, son aquellas que proceden de zonas residenciales y de servicios y
materiales suspendidos tanto organicos como inorganicos que pueden ser convencionales (solidos
suspendidos, microorganismos patdgenos, sélidos coloidales y materia organica carbonacea), no
convencionales (metales, surfactantes, sélidos disueltos) y en emergentes (detergentes sintéticos,

antibioticos, hormonas, esteroides, otras medicinas, etc.) (Torres, 2012).

Las aguas residuales industriales son todas aquellas que se obtienen de los procesos industriales,
especialmente durante el proceso de produccidon de mercancias. Las industrias productoras de
aguas residuales se dividen en cinco grupos principales: industrias con efluentes inorganicos
(mineras, quimicas, salinas, carboniferas, de limpieza, etc.), las industrias con efluentes organicos
(mataderos, azucareras, lecherias, fermentadoras, entre otras), las industrias con efluentes
orgénicos e inorganicos (refinerias, textiles, petroguimicas, etc.), industrias con efluentes de
suspension e industrias con efluentes de refrigeracion (Revista Ambientum, 2002). De esta manera, los
contaminantes que poseen las aguas residuales industriales dependen del tipo de industria y sus

caracteristicas.



1.1.1.2. Aguas residuales de camal.

Los efluentes producidos en un matadero contienen pelos, una importante carga organica, DBO,
nutrientes (sangre), un contenido importante de sélidos en suspension (rumen), grasas y aceites,
proteinas, asi como vertidos liquidos de la operacion de escaldado y lavado de carnazas, limpieza
de equipos e instalaciones (Gilberto Salas C. 2008). Los vertidos liquidos derivados del sacrificio de
ganado constituyen una fuente importante de contaminacién de las aguas superficiales en
numerosas poblaciones de acuerdo a una valoracion aproximada elaborada con base en
estadisticas de la O.M.S (WHO 1993). La mayor parte de los mataderos estan localizados en las
zonas urbanas (74%), si bien la actividad genera altos niveles de empleo permanente no
calificado, no aportan mucho a la conservacion de suelos ay agua con sus procesos y tecnologia
ineficiente, tampoco a la vinculacion de personal calificado y al desarrollo agroindustrial
regional.(Guerrero Jhoniers 2004). El proceso de matanza se caracteriza por el elevado nimero de
operaciones de lavado, asi como operaciones del mantenimiento de las condiciones de higiene
gue se exige a una empresa alimenticia en esta area, asi que debido a la elevada carga organica
que aporta, los efluentes liquidos constituyen uno de los principales problemas que genera el

proceso. (Gilberto Salas C., 2008).

Victor Manuel Luna, 2001, afirma que las aguas residuales de camal se caracterizan por sus altos
contenidos en: nitratos, nitritos, fosfatos, sulfatos y materia organica. Ademas el agua residual de
matadero representa un significativo interés, por la presencia de una proporcion importante de
material organico insoluble o potencialmente insoluble, que para ser degradados biol6gicamente
estos componentes deben ser transformados a polimeros 0 monémeros de bajo peso molecular

que puedan atravesar las membranas celulares de microorganismos. (EASTMAN, 1981).

La carga contaminante en aguas residuales de matadero se puede reducir con tratamientos previos
como: retencién los residuos del proceso de evisceracion y de la recoleccién de estiércol,
recuperacion las grasas en separadores y procesando mejor la sangre, las cerdas y el pelo (Mufioz
2005). Las descargas organicas provenientes de la actividad de los mataderos en los paises en vias
de desarrollo, generan altos niveles de contaminacion, situacion que alcanza niveles mas criticos
en los municipios pequefios, debido a las limitaciones técnicas y econémicas que no permiten
poner en funcionamiento medidas de manejo ambiental complejas para solucionar el problema de

forma definitiva. (Guerrero Jhoniers 2004)



1.1.2. Algas Chlorophyta

Las Chlorophyta, clordéfitas 0, mas comiunmente conocidas como algas verdes, son el grupo mas
numeroso de algas, se han diversificado de tal forma que existen como organismos unicelulares,
coloniales, cenociticas y pluricelulares de variados tamafios y formas, con células flageladas o
no, la mayoria de algas de esta division se encuentran en agua dulce 90% y en menor cantidad en
agua salada 10%. (Hoek, 1995).

El nombre de algas verdes se debe al color que predomina en sus individuos, debido al color verde
de la clorofila, aunque presentan pigmentos accesorios en concentraciones que no opacan a la
clorofila, a diferencia de las algas rojas y pardas (Lewis y Lewis 2005). Las condiciones éptimas de
temperaturas se sitdan en un rango de 18 a 24 °C y el rango propicio de pH varian entre 7.8 y 8.2
en términos generales; estos parametros varian de acuerdo a la especie; en un cultivo convencional
de microalgas el pH tiende a aumentar debido al consumo de CO; y a la precipitacion de algunas
sales. La composicién de las microalgas (su contenido en lipidos, carbohidratos y proteinas),
dependiendo de la especie considerada es variable y puede ser manipulada mediante el cambio de

varios parametros durante su proceso de cultivo (S.L. y Parque 2013).

Hay muchas especies diferentes caracterizadas principalmente por su morfologia que pertenecen
a Chlorophyta; algunas son unicelulares, algunas son multicelulares. Presentan diferentes
estructuras en el genoma, sin embargo, hay algunas caracteristicas a través de las especies que se
conservan. Las condiciones que necesitan para la supervivencia de estas algas incluyen luz,
carbono, nutrientes esenciales, calidad del agua y temperatura. Hay muchas formas y tamafios,
pero Chlorophyta comparte un potencial de crecimiento rapido, comdn en la mayoria de sus

especies (Leliaert, Verbruggen y Zechman 2011).

3.1.1.1. Estructura y Metabolismo de células Chlorophyta

Las Chlophytas presentan cloroplastos, muy diversos en forma y nimero, tienen clorofila de tipo
ay b, carotenos y xantofilas. El pirenoide presente en el cloroplasto es importante para determinar
si un alga pertenece a este grupo, en esta estructura se forma una enzima involucrada en la sintesis
del almiddn, que se constituye como principal producto de reserva caracteristico de las clorofitas
0 algas verdes y es almacenado en el cloroplasto. Presentan paredes celulares compuestas de

celulosa, los cloraplasto de estas algas se han considerado producto de endosimbiosis primaria
(Lewis y Lewis 2005).


https://naturaleza.paradais-sphynx.com/plantas/celula-vegetal-partes.htm

La mayoria de las clorofitas son unicelulares, pero existen también algunas especies
multicelulares, algunas son de vida libre, otras son coloniales, otras son cenociticas, la gran
diversificacion morfoldgica también les ha permitido colonizar nimeros ambientes, desde
ambientes marinos costeros como parte del nanoplacton y sujetas a fondos, son mucho mas
abundantes en las aguas dulces de lagos y rios, es comin ademas encontrarlas en ambientes
terrestres como lodo, troncos, rocas, llegando a colonizar ambientes extremos como hipersalinos,
acidofilos, incluso crecer en suelos desérticos soportando largos periodos de desecacion y
elevadas temperaturas, llegan a conformar asociaciones simbidticas con hongos y sobrevivir en
ambientes psicrofilos («Filo Chlorophyta Filo Chlorophyta»). Los esporofitos filamentosos tienen
nucleos lenticulares singulares, que se incrustan en un citoplasma grueso, Chlorophyta

usualmente tiene gametos biflagelados (Herron et al. 2012).

Al igual que otras plantas verdes, Chlorophyta contiene clorofilas a y b, aunque el pigmento
principal es clorofila b pero, ademas, algunas especies tropicales presentan pigmentos como
sifonoxantina y siphonein, que son producidos durante la fotosintesis y almacenados en los

cloroplastos (Guiry, MD & Guiry 2019).

3.1.1.2. Reproduccion y ciclo de vida de Chlorophyta

Estas algas han colonizado un gran nimero de hébitats, debido a diversidad en morfologia y
organizacion en general que presentan, asi como el nivel de desarrollo de su metabolismo. (Leliaert,

Verbruggen y Zechman 2011) Los ciclos de vida que ocurren con mayor frecuencia son:

» Alternancia de generaciones: en el cual existen dos representantes adultos, uno haploide
y otro diploide, que se van alternando esporadicamente en el tiempo
» Alternancia de fases: en el cual se reduce una de las fases y se forma s6lo un cuerpo adulto

diploide o haploide.

Las algas verdes pueden ser mdviles o mdviles, 0 no maéviles. Los filamentos multicelulares
pueden implicar un ciclo de vida que incluye reproduccion sexual y asexual, dependiendo de la
especie (Lewis y Lewis 2005). La predominancia de dichos estados cromosémicos es especifica de
cada grupo de algas verdes. Las caracteristicas de los padres se recombinan a través de la fusion
de los gametos, pero la reproduccién también ocurre a través de las esporas, sin embargo para la

especie sin alternancia, la meiosis ocurre en el cigoto (Herron et al. 2012).

La reproduccién ocurre mas rapidamente con células de apareamiento cercanas. La clordfitas se

reproduce tanto sexual como asexualmente, pero generalmente de forma sexual. La reproduccién
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asexual puede ocurrir por fision, fragmentacion o zoosporas. La reproduccion sexual puede ser

isbgama, anisdgama u o6gama (Hoek, 1995).

3.1.1.3.

Cultivo de microalgas Chlorophyta

Para el cultivo de algas, es necesario que se den un ndmero de condiciones que garanticen el

crecimiento Optimo y estd dado por pardmetros como la iluminacion, la temperatura, y la aireacion

como se muestra en tabla 1-1;

Tablal-1: Descripcion de los pardmetros fiscos de crecimiento de microalgas Chlorophyta.

Parametro

Detalle

lluminacién

Las algas son microorganismos fotosintéticos por lo que es necesario
suministrar iluminacion para permitir su desarrollo.

Temperatura

Interfiere en el crecimiento celular, la reproduccion celular es mucho mayor
cuando se encuentran a temperaturas favorables y estables. Las microalgas,
casi todas sus especies, crecen en temperaturas que oscilan entre los 10 y los
35°C, aunque el rango 6ptimo se sitla entre los 16 y los 24°C.

Aireacion

Permite que los nutrientes que se encuentran en el medio posean una mayor
difusién, ademas de conservar la suspension de las microalgas y de suministrar
el diéxido de carbono (COy), que sirve como fuente para la fotosintesis y la
estabilidad del pH en los cultivos.

Fuente: Pefia & Quiroz, 2013.
Elaborado por: Ocafia Melanie, 2019.

Las etapas de crecimiento y desarrollo de microalgas que estan ligadas a la existencia de cultivos

artificiales, buscan asimilar lo méas cercanamente posible al ambiente natural, pero generando las

condiciones para un cultivo controlado y funcional. En la Tabla 1-2 se muestra las fases de

crecimiento de las microalgas y su duracion.

Tabla 1-2. Fases del crecimiento y desarrollo de microalgas

Fase

Induccién | Caracteristicas

Induccion

Proceso de adaptacion al ambiente de cultivo, comienza la
1-3 dias absorcion de nutrientes. Las células no tienden a dividirse, debido
a gue no existe un contexto apropiado para el proceso, pues adn
es necesario que se ajusten a las condiciones bioguimicas de
cultivo.

Exponencial

Se inicia cuando las células ya han logrado adaptarse, empieza la
4 dias multiplicacion celular. La division celular es mucho mas répida
que en otras fases.
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La poblacion algal se vuelve constante, sin llegar a aumentar
Estacionaria significativamente. Su duracion en muchos casos tiende a ser
corta.

Disminuye la division celular, debido a factores desfavorables en

Declinacion 1-2 dias el cultivo, ademés del agotamiento de nutrientes, ajustes de pH,

relativa de AR . e
A disminucién de irradiaciones solares, entre otros
crecimiento
Muerte. Por el aumento de factores desfavorables presentes en el cultivo,

se produce la muerte.
Elaborado por Ocafia Melanie. ESPOCH, 2019. Fuente: Pefia & Quiroz, 2013

Formas de cultivo de microalgas

Existen dos tipos basicos de cultivo de microalgas: los cultivos abiertos, en los cuales la biomasa
se encuentra expuesta a las condiciones del ambiente, y los cultivos cerrados (también llamados
fotobiorreactores) en los que es posible aislar la biomasa de factores ambientales, la seleccion del
método de cultivo dependera principalmente de las caracteristicas de la biomasa a obtener, la
resistencia de la cepa a contaminacion la durabilidad del material disponible, los costos de su

construccién y las posibilidades comerciales (Hernandez-Pérez & Labbé, 2014).

Los sistemas de cultivo abierto de microalgas, que se han popularizado desde los afios cincuenta
del siglo XX, se componen tanto de medios naturales (lagunas y estanques), como de medios
artificiales. Tienen una elevada posibilidad de contaminacion biolégica aunque posee grandes
ventajas en el proceso de produccion comercial de las microalgas, la contaminacién del cultivo
por bacterias y otros microorganismos tiende a ser bastante elevada, otro inconveniente se
relaciona con la temperatura, ya que es bastante complejo y consume una importante cantidad de

recursos mantenerla estable (AST Ingenieria, 2014).

Para corregis las desventajas y necesidades que poseen los sistemas de cultivo abierto se han
desarrollado los sistemas de cultivo cerrado, lo que los ha hecho también exitosos. Los sistemas
de cultivo cerrado se encuentran aislados de la atmdsfera, esta caracteristica se traduce a una
reduccion de la contaminacion y la posibilidad de llevar a cabo mayores controles en las
condiciones del cultivo, lo que brinda una mayor rentabilidad y comercializacion. Hasta el
momento, se han desarrollado dos formas de cultivo cerrado, dependiendo de las necesidades y

de las condiciones de las microalgas (S.L. y Parque 2013):

» Camaras de algas: se adaptan de mejor manera a las pequefias escalas de produccion. Son

cultivos de algas escalares, en donde el volumen del cultivo va en constante aumento. El
control de la temperatura se realiza por medio de la combinacion de termostatos y

calefactores, mientras la iluminacion se realiza medio de tubos fluorescentes, para distribuirse
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de forma homogénea. Los controles de luz en las camaras de algas son estrictos, de acuerdo
con las especificaciones tenidas en cuenta, entre 2,000 y 4,000 lux y una temperatura
promedio entre 15y 22°C.

» Fotobiorreactores: estos tienen la funcion de recrear al méximo posible las condiciones

necesarias para el crecimiento 6ptimo de las microalgas. Teniendo en cuenta el tipo de disefio
que se realice, los fotobiorreactores pueden ser planos o tubulares, horizontales, verticales,
inclinados, serpentines o multiples. Si se toma como referencia el modo de operacién,
continuo, semicontinuo y Bach. Para escoger un tipo de fotobiorreactor debe tenerse en cuenta
la especie de microalga a cultivar, los niveles de resistencia a condiciones medioambientales,

los costos derivados de la operacion, y los recursos hidricos y de suelo con los que se cuente.
(S.L. y Parque 2013).

Ademas de los sistemas de cultivo abiertos y cerrados, en la actualidad se ha optado por llevar a
cabo sistemas hibridos que mezclan pasos del sistema de fotobiorreactores y de lagunas abiertas

0 estanques. (AST Ingenieria, 2014).

Un fotobiorreactor busca evitar el contacto con el medio ambiente externo, para impedir
contaminacion y cambios bruscos en las condiciones internas de cultivo que podrian afectar a la
biomasa (Tredici, et al. 1999). Los fotobiorreactores permiten un mejor control de las condiciones de
cultivo que los sistemas abiertos, la productividad de biomasa es mayor. Se prevé que la
biotecnologia de las algas abriria paso al desarrollo de nuevos sistemas, el reto actualmente es
utilizar eficazmente la energia solar para la produccion de biomasa algal. Los fotobiorreactores

tubulares horizontales e inclinados son prometedores excepto por la dificultad de escalarlos
(Uggetti et al. 2016).

Los fotobiorreactores han encontrado aplicaciones en diferentes campos: farmacia, cosméticos y
alimentos para la acuicultura, cabe sefialar que el desarrollo de fotobiorreactores industriales aln
requiere de esfuerzos de optimizacion, para lograr una alta tasa de produccién. Los nuevos

avances son mas radicales para su aplicacion en biorefineria (Abinandan y Shanthakumar 2015).

Medios de cultivo para microalgas

Los medios d cultivo son técnicas se utilizan en laboratorios, contienen material alimenticio en
concentraciones adecuadas necesario, que junto a condiciones fisicas optimas, permite el
desarrollo de una especie biolégica de interés, en el caso de las microalgas consiste en una
disolucion con los nutrientes organicos e inorganicos necesarios para que las microalgas tengan

una crecimiento adecuado, estos nutrientes generalmente estan en funcion de la produccion de
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biomasa, es necesario que contenga una fuente de carbono, nitrdgeno usualmente como nitritos
y nitratos, fosforo como fosfato y otros componentes en funcion de la especie, asi como también
existe la necesidad de la existencia de macronutrientes como: cloruro de sodio y magnesio,
sulfatos, sales de calcio, micronutrientes: manganeso, cobre, cobalto, zinc, molibdeno, vanadio y

otros. (Fernandez, 2014)

Para el cultivo de las microalgas existe una variedad significativa de medios de cultivo, que estan
en funcion del objetivo que se desea obtener, pueden ser naturales enriquecidos o artificiales, los
medios artificiales se utilizan principalmente con fines experimentales destinados a la obtencion

de resultados replicables, tanto en la produccién masiva como el mantenimiento de las microalgas.
(FAO, s.)

3.1.2. Aplicaciones biotecnolégicas de las algas Chlorophyta

Al contrario que los biocombustibles de primera generacion, las algas se pueden cultivar en
cualquier lugar del mundo, no compitiendo en ocupar hectareas con los cultivos alimentarios y
suponiendo, ademas, un valor afiadido en la cadena alimentaria. (S.L. y Parque 2013). Se ha descrito
el uso de Chlorophyta para diversas aplicaciones energéticas y medioambientales. Ademas, se
presentan aspectos tales como la aplicabilidad de Chlorophyta en el tratamiento de aguas
residuales industriales, el tratamiento de aguas residuales domésticas y la eliminacion de
nutrientes y otras aplicaciones comerciales se han discutido ampliamente (Abinandan y Shanthakumar
2015). Los metabolitos producidos por estas microalgas son extremadamente variados y tienen
propiedades comerciales y aplicaciones en un gran nimero de areas, entre ellas: suplementos para
humanos y nutricién animal, productos farmacéuticos y cosméticos, acuicultura, y combustible

para industrias (Markou 2015).

La ampliacion de la biotecnologia de microalgas para proporcionar grandes cantidades de
biocombustibles, lipidos y coproductos no esta completamente desarrollada debido a las grandes

necesidades de nutrientes, agua, tierra, insolacion solar y suministros de CO, / carbono (zhang et al.
2017).

Las microalgas son empleadas para el tratamiento de aguas residuales: de origen municipal,
efluentes de caucho y efluentes de la fabricacion de aceites de palma, lixiviados de vertedero, la
disminucién de color de aguas residuales textiles; como una herramienta bioldgica para la
evaluacion y seguimiento de los toxicos ambientales: metales pesados, productos farmacéuticos,
y pesticidas; generacion de biodiesel. Algunas microalgas como Spirulina y Chlorella son

cultivadas para consumo animal y humano, debido a su alto valor nutricional (Abinandan y

Shanthakumar 2015).
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Una de las aplicaciones méas importantes de las microalgas corresponde a la captura de CO-, se
puede conducir un flujo de gases de combustion tras haber sido tratado previamente, con la
consideracion que el gas no contenga altos niveles de particulas en suspensién (NOx y SOx) que
podrian mezclarse con el agua y generen de esta manera sus correspondientes acidos, que
desencadenarian en un descenso drastico de pH y la muerte del cultivo, por lo que los
fotobiorreactores deben ser operados de manera controlada, procurando la maxima eficiencia en
la captura e inyeccion de CO.. (ALGAEFIX, 2015), estas algas también permiten la produccion de
biocombustibles (Uggetti etal. 2016), reducen la cantidad de CO, atmosférico (Santhosh Kumar,
Prasanthkumar y Ray 2017), aprovechamiento de metabolitos secundarios para salud y cosméticos

(Carvajal Ana Maria 2015) etc.
3.1.3. Laguna Limoncocha

La reserva biol6gica de Limoncocha se encuentra ubicada en la region amazénica, provincia de
Sucumbios, cantdn Shushufindi, situada en el margen izquierda del rio Napo, tiene una planicie
aluvial de 4, 613,25 hectareas pobladas de bosque Himedo Tropical, una temperatura promedio

de 24,9 grados centigrados y una precipitacién lluviosa de 3.058 mm por afio. La laguna de

i . . - i 2
Limoncocha, anteriormente llamada Capucuy, tiene una superficie aproximada de 2.5 Km en la

gue se encuentra una gran diversidad de especies de flora y fauna. (Gémez 2005)
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CAPITULO I

2. METODOLOGIA

2.1. Tipoy disefio de la investigacién

El tipo de investigacion es experimental correlacional.
Experimental: porque actuamos constantemente sobre el objeto de estudio de nuestra
investigacion, lo cual corresponde a las algas Chlorophyta y su capacidad para reducir la

concentracion de materia organica.

Correlacional: porque se obtiene datos estadisticos mediante esta investigacion lo cual
corresponde al porcentaje de reduccion de materia organica, y también se realiz6 un analisis
estadistico de estos datos mediante ANOVA para establecer si existe diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos, y una prueba de Tukey, para conocer que tratamientos son

estadisticamente diferentes.

2.2. Disefo experimental

2.2.1. Poblacién de estudio

2.2.1.1.Alcance

El agua residual proveniente del Camal Municipal del cantén Shushufindi Central de la provincia
de Sucumbios, el inoculo de algas Chlorophyta se tomé de la laguna Limoncocha ubicada en el

mismo canton.

2.2.1.2 Elementos

» Agua residual del Camal Municipal del Cantén Shushufindi

» Muestra de Algas Chlorophyta de la Laguna Limoncocha
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2.2.1.3.Unidades experimentales

Pruebas de control de crecimiento

Las pruebas de control de crecimiento se describen en la tabla 2-1. Para el control de crecimiento
se utiliz6 como medio de cultivo Nitrofoska foliar, para determinar la concentracion de éste se
tomé en cuenta estudios anteriores que sugieren que la concentracion ideal de Nitrofoska foliar
es del 5% (5g/L) (Pastor y Pozo 2013) ya que sobre esta concentracion no se reporta un
crecimiento significativo de algas; concentraciones superiores a ésta representa un mayor gasto

econdmico debido al desperdicio del medio de cultivo.

Para seleccionar el volumen adecuado de in6culo de algas se recomienda un 5% v/v para un

crecimiento éptimo. (Sullivan Graham et al. 2017; Lei et al. 2018)

Tabla 2-1: Composicion de las unidades experimentales para control de crecimiento

Nimerode | NGmerode N(I:E?tl:il ge In6culo Tra;%rirg:;ento Vit
tratamiento | repeticiones (mL)
1710 mL de 90 mL de algas :
T 5 Nitrofosca foliar | Chlorophyta Ninguno 1800
al 5% (5g/L)
1710 mL de 90 mL de algas o
T2 5 Nitrofosca foliar | Chlorophyta Alreacion 1800
al 5% (5g/L)

Realizado por: Ocafia Melanie, 2019

Pruebas de capacidad de degradacion de materia organica

Las pruebas de degradacién de materia organica se describen en la tabla 2-2. Autores anteriores
reportan que las algas Chlorophyta cultivadas en aguas residuales tienen un mayor crecimiento
celular a una concentracion de 1:3 de agua residual, por lo se utilizé agua destilada para realizar
las diluciones (Coca etal. 2015). Adicionalmente se recomienda no esterilizar al agua residual
utilizada en el tratamiento, ya que se produce una accién simbiotica entre algas y bacterias
presentes en las aguas residuales, esto permite una reduccién de contaminantes mas eficiente
(Codina, Garcia y Barén 2012; Coca et al. 2015).
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Tabla 2-2: composicion de las unidades experimentales para control de la

capacidad de degradacion de materia orgéanica.

g2[ 88| o R £ c 3
og| o5| 328 = 2 g 2 E
o E|l 02| gE S S 7 S =
c5| 5% 83 : g2 133
281282 £ > 2
1710 ml de agua 90 mL de algas .
T3 > residual de camal 1:3 | Chlorophyta Ninguno | 1800
1710 ml de agua 90 mL de algas N
T > residual de camal 1:3 | Chlorophyta Alreacion | 1800
1710 ml de agua Ninguno .
™ > residual de camal 1:3 Ninguno | 1800
76 | 5 |1rl0mldeagua | Ninguno Aireacion | 1800
residual de camal 1:3

Realizado por: Ocafia Melanie, 2019

Verificacion y masificacién de indculo de algas Chlorophyta

Una vez recolectadas las muestras se procedié a unificarlas y cultivarlas en Nitrofoska foliar al
5% v/v durante un periodo de 15 dias, para la reproduccién de las mismas y su posterior uso en

las unidades experimentales.

Pruebas para verificar la presencia de algas Chlorophyta en la muestra

Las algas Chlorophyta tienen como sustancia de almacenamiento almidén formado por amilasa
y amilopectina como en plantas superiores (Guiry, MD & Guiry), para verificar su existencia en el

medio de cultico se procedi6 a realizar prueba de Lugol.

2.1.1. Tamano de la muestra

2.1.1.1.Muestras de agua residual de camal

Se tomo6 muestras compuestas del agua residual procedente de las actividades de sacrificio y
limpieza, de ganado porcino y vacuno, a lo largo de un dia de trabajo del Camal Municipal del
Canton Shushufindi, se realiz6 5 repeticiones de cada tratamiento, cada muestra con un volumen

total de 5L, para esto se utilizo la ecuacion 2-1.
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Tabla 2-3: Descripcién de las muestras de agua residual

Repeticion | Muestra N° Tipo Volumen (L)
R1 1 Compuesta 5
R2 2 Compuesta 5
R3 3 Compuesta 5
R4 4 Compuesta 5
R5 5 Compuesta 5

Realizado por: Ocafia Melanie, 2019.

Utilizando la siguiente formula se determino el volumen de cada muestra individual para obtener

la muestra compuesta.

Vm="Vt x(%)

(Ec.2-1)
Donde:

Vm= Volumen de cada una de las muestras simples i (L)

Vt = Volumen de la muestra compuesta necesario para realizar la totalidad de los analisis de
laboratorio requeridos (L)

Qi = Caudal medio de la descarga en el momento de la toma de la muestra simple (L/s)

Qt = Sumatoria de cada uno de los gastos (L/s).

2.2.1.1. Medicién de caudal

Para obtener una muestra compuesta fue necesario conocer los valores del caudal de cada muestra
individual. Se utilizé el método de vertedero circular, debido a la forma del punto de descarga,

para obtener el caudal de la descarga al momento del muestreo. De acuerdo a la ecuacién 2-2.

Q = 0[0.555 + > +0.0417]| D°2 (Ec.2-2)
Donde:
Q: Caudal

H: Carga hidraulica o altura de carga
D: Diametro

@: Depende de la relacion H/D
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Fig. 2-1: Partes de un vertedero circular
Fuente: Pérez Ramiro 2016

e
e

Tabla 2-4: Valores comunes para la relacion H/D

en vertedero circular.

H/D P H/D P

0.05 | 0.0272 | 0.55 | 2.8205
0.10 | 0.1072 | 0.60 | 3.2939
0.15 | 0.2380 | 0.65 | 3.7900
0.20 | 04173 | 0.70 | 4.3047
0.25 | 06428 | 0.75 | 4.8336
030 | 09119 | 0.80 | 5.3718
0.35 1.2223 | 0.85 | 59133
0.40 1.5713 | 090 | 6.4511
0.45 1.9559 | 095 | 6.9756
0.50 | 2.3734 | 1.00 | 7.4705

Fuente: Pérez Ramiro 2016

Para obtener datos de altura descritos en la formula se agregd una regla en el punto de vertido

como se muestra en la figura 2-2.

Fig. 2-2: Regla en el punto de vertido
Realizado por: Ocafia Melanie. ESPOCH, 2019.
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Composicidn de las muestras de agua residual de camal.

El volumen total de la muestra fue de 5L, y el punto de descarga corresponde a tubos de PVC de
3 pulgadas (0.1524m), los valores de cada muestra compuesta se describen en la tabla 2-5. Los
valores exactos para @ necesarios, fueron obtenidos por interpolacion lineal de acuerdo a la

siguiente ecuacion.

y=yl+

(x—x1)
(x2-x1)

(y2 —-y1)

(Ec.2-3)

Tabla 2-5: Composicion de caudales de las muestras de agua residual de camal.

Hora \ H (m) \ H/D \ ) \ Qi (m3/S) \ Qm (m¥s) \ Vm (m?)
Muestra N° 1 - R1
6HO00 0,063 0,4134 1,6744 0,0090 0,0188 0,0003
7HO0 0,114 0,7480 4,8124 0,0261 0,0010
8H00 0,093 0,6102 3,3951 0,0183 0,0007
9H00 0,121 0,7940 5,3072 0,0288 0,0011
10H00 0,088 0,5774 3,0799 0,0166 0,0006
11HO00 0,078 0,5118 3,0655 0,0165 0,0006
12H00 0,109 0,7152 3,0078 0,0163 0,0006
Muestra N° 2 — R2
6HO00 0,051 0,3346 1,1267 0,0061 0,0210 0,0002
7H00 0,078 0,5118 2,4789 0,0133 0,0005
8HO00 0,117 0,7677 5,0241 0,0273 0,0009
9HO00 0,123 0,8071 5,4487 0,0296 0,0010
10HO00 0,069 0,4528 1,9793 0,0107 0,0004
11HO00 0,132 0,8661 6,0865 0,0332 0,0011
12H00 0,116 0,7612 5,0187 0,0272 0,0009
Muestra N° 3 - R3
6H00 0,043 0,2822 0,818 0,0044 0,0170 0,0002
7HO00 0,064 0,4199 1,7244 0,0093 0,0004
8HO00 0,089 0,5840 3,1016 0,0167 0,0007
9HO00 0,112 0,7349 4,6739 0,0253 0,0011
10H00 0,105 0,6890 4,1915 0,0227 0,0010
11HO00 0,121 0,7940 5,3072 0,0288 0,0012
12H00 0,073 0,4790 2,1981 0,0118 0,0005
Muestra N° 4— R4
6H00 0,036 0,2362 0,5806 0,0032 0,0188 0,0001
7H00 0,074 0,4856 2,2532 0,0121 0,0005
8HO00 0,098 0,6430 3,7205 0,0201 0,0008
9HO00 0,112 0,7349 4,6739 0,0253 0,0010
10H00 0,131 0,8596 6,0166 0,0328 0,0012
11HO00 0,102 0,6693 3,0887 0,0216 0,0008
12H00 0,087 0,5709 3,0184 0,0163 0,0006
Muestra N° 5- R5
6H00 0,062 0,4068 0,5806 0,0031 0,0195 0,0001
7H00 0,095 0,6234 3,5261 0,0190 0,0007
8HO0 0,104 0,6824 4,1235 0,0223 0,0008
9H00 0,113 0,7415 4,7437 0,0257 0,0009
10HO00 0,134 0,8793 6,2252 0,0339 0,0012
11H00 0,098 0,6430 3,7205 0,0201 0,0007
12H00 0,075 0,4921 2,3074 0,0124 0,0005

Realizado por: Ocafia Melanie, 2019.
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2.2.1.2. Muestra de la laguna Limoncocha.

Muestreo de algas

El criterio de muestreo de la laguna Limoncocha para la obtencion del in6culo de algas, se basa
en tomar 3 diferentes muestras probabilisticas de puntos superficiales de interés, con el fin de
obtener el mayor nimero de especies de algas encontradas en la laguna.

Tabla 2-6: Descripcion de las muestras tomadas en la laguna Limoncocha

Muestra N° Tipo Volumen (mL)
1 Superficial, probabilistica 300
2 Superficial, probabilistica 300
3 Superficial, probabilistica 300

Realizado por: Ocafia Melanie, 2019

3.1.3.1.1. Puntos de muestreo

Los puntos de muestreo se seleccionaron tomando en cuenta lugares que en estudios anteriores
reportan una mayor concentracion de algas verdes para asegurar un mayor contenido de algas en
las muestras (Gémez 2005, 2003; Granizo 2011). L0os puntos de muestreo se pueden observar en la figura
2-3.

> Punto 1: El Cafio
> Punto 2: Desembocadura de Playa Yacu
> Punto 3: Muelle

JPunto 1: El cafio

Punto 2: Playa Yacu

‘Punto 3: El Muelle

Fig. 2-3: Mapa de los puntos de muestreo de la laguna de Limoncocha
Elaborado por: Ocafia Melanie, 2019. Fuente: Google Earth
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Fig. 2-4: Punto 1: El Cafio Fig. 2-5: Punto 2: Desembocadura de Playa
Realizado por: Ocafia Melanie, 2019 Yacu
Realizado por: Ocafia Melanie, 2019

Fig. 2-6: Punto 3: Muelle

Realizado por: Ocafia Melanie, 2019

2.3.  Técnicas de recoleccion de datos.
2.3.1. Protocolo para muestreo biolégico
2.3.1.1. Tomay conservacion de muestras bioldgicas.

Se usé la Norma NTE INEN 2176: Agua. Calidad del agua. Muestreo. Técnicas de muestreo,
para muestreo de fitoplancton segun la cual se procedio6 de la siguiente manera:

Se utilizo frascos de plastico con tapa rosca, de boca ancha limpio y estéril.

Se procedi6 a enjuagar el frasco por lo menos tres veces con el agua de la muestra.

Se tomd la muestra en contra corriente con el fin de evitar contaminacion

YV V VYV V

Se sumergi6 lentamente el recipiente dentro del cuerpo de agua y se retird luego de

haberse llenado.
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» Se tapd inmediatamente los frascos para evitar fugas y contaminacion.
» Se coloco las muestras en contenedores, para su transporte, manteniendo la temperatura

de estas.

2.3.1.2. Identificacion de las muestras bioldgicas.

» Las muestras se identificaron luego de la recoleccion evitando de este modo posibles
errores.

» Se anotaron datos importantes y relevantes como: Fecha de la recoleccidn, hora de la
recoleccidn, lugar de recoleccion, método de recoleccion, parametros in situ. (Edition
2013).

> Luego del muestreo se unificaron las tres muestras como una muestra compuesta.

2.3.1.3. Caracterizacion fisica del agua de la Laguna de Limoncocha

Para el analisis de los siguientes parametros in situ en cada punto de muestreo: pH con tiras de

pH, temperatura del agua con multiparametro KETOTEK.

2.3.2. Protocolo para muestreo de agua residual.

2.3.2.1. Muestreo de agua residual

De acuerdo a la Norma NTE INEN 2176: Agua. Calidad del agua. Muestreo. Técnicas de
muestreo se realizé el siguiente procedimiento.

» Se utiliz6 botellas nuevas de vidrio ambar puede reducir las actividades fotosensitivas,
para retirar el polvo y los residuos del material de empaque se enjuago con agua destilada
o0 desionizada, debido a la determinacion de fosfatos, no se usaron detergentes en la
limpieza de los recipientes.

» Se llend los frascos completamente y tap6 de tal forma que no exista aire sobre la muestra,
esto limita la interaccion de la fase gaseosa y la agitacion durante el transporte,

» Luego de la recoleccion de las muestras se homogenizo los volumenes de las muestras
individuales para obtener la muestra compuesta.

» Se procedi6 a decantar la muestra compuesta obtenida para eliminar particulas de gran

tamafio.
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» Se anot6, durante muestreo todos los detalles que ayuden a una correcta interpretacion de
los resultados (fecha y hora del muestreo, nombre de la persona que muestre6, naturaleza
y cantidad de los conservantes adicionados, tipo de anélisis a realizarse, etc.).

» Debido al andlisis de parametros como: DBO, sulfatos, fosfatos y nitrogeno, las botellas
se guardaron en un cooler protegidas de la luz para su trasporte, se refrigerd a temperatura
entre 1°C y 5°C inmediatamente luego de la recoleccion de la muestra, con un tiempo

maximo de almacenamiento de 24 H.
2.3.3. Recoleccion de datos de pH, conductividad, temperaturay TDS

El pH que se recomienda para el crecimiento 6ptimo de algas esté sobre 8, ya que un pH alcalino
facilita la solubilidad de minerales como el calcio, hierro, magnesio, cobre y zinc, permitiendo

una mejor absorcion de nutrientes. (Pastor y Pozo 2013)

Para la medicion de pH se utilizé un pH-metro Acumet XL150, este procedimiento se llevo a
cabo diariamente en todos los tratamientos, debido a que el pH del agua residual fue de 8.44 £0.22
gue se considera ligeramente béasico y dptimo para el cultivo de algas, no fue necesario utilizar un
agente adicional para corregir e pH. En el caso de los cultivos con Nitrofoska cuyo pH inicial
promedio fue de 6.99 + 0.05, fue necesario utilizar un método de correccion de pH, para ello se
utiliz6 hidréxido de potasio (KOH) al 10%.

Para la recoleccion diaria de los datos de conductividad, temperatura y TDS se utiliz6 un

multiparametros KETOTEK en todos los tratamientos.

2.2.1. Medicion del crecimiento celular

2.2.1.1.Densidad celular

Para obtener las curvas de crecimiento de las algas en cada uno de los tratamientos se realizé un
conteo diario del namero de células por mililitro, utilizando una camara de Neubauer en el
microscopio, de la siguiente manera.

» En un vaso de precipitacion se tomé una muestra del tratamiento a realizar el conteo
celular.
Con una pipeta Pasteur se coloct una gota de la muestra en la cAmara de Neibauer.
Se coloc6 un cubreobjetos.

Se enfocd el microscopio con el lente 40X para realizar el conteo

YV V V V

Se procedio a contar 5 cuadros de la cAmara de Neubauer para luego obtener un promedio
del crecimiento celular.
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En la cAmara de Neubauer se encuentran 5cuadrantes, se debe excluir el cuadrante del centro. Se
cuentan un minimo de tres cuadros (64cuadros) marcados que equivalen a un volumen de 4 x
0.1mm?3, ya que el volumen de cada cuadrante es: Imm x 1mm x 0.1mm = 0.1mm?3. De los
cuadraditos pequefios, contamos las células que caigan dentro de las lineas, en dos de ellas a libre
eleccion, siempre y cuando sean las mismas en todos los cuadrados. (Moreno, 2004).

La formula para obtener la concentracion celular en el conteo en camara de Nelibauer se
describe en la ecuacion 2-4.

N°de celulas x 10.000

Concentracion = N° de cuadros x dilucion (EC' 2-4)
E
LI
£
g
Tse
7 Q"' g
i B Mt SR - r ) —-E
N g g
= 7
g "NEZ

Figura 2-7: Camara de Nelibauer
Fuente: Bastidas, 2012

2.2.1.2.Productividad celular

La concentracion de células por unidad de volumen del reactor por unidad de tiempo. Se calcula
a partir de: (Debabrata, 2015 pp. 109):

Pb = c (Ec. 2-5)
Vt

Donde:

Pb= Concentracion de células por unidad de volumen-tiempo (células.L .t
dC = Variacion de células (células)

V = Volumen de cultivo (Litros).

t = periodo de tiempo (dias).
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3.1.4. Recoleccion de datos de DBOs, nitrogeno total Kjeldahl, fosfatos y sulfatos.

Para la determinacion de DBOs se utilizo el método respirométrico 5210-B, calculado a partir de
la diferencia de OD inicial y final al cabo de 5 dias utilizando la ecuacién 2-6.

mg _ (D, =Dy)=(B,-B,)f
DBO, .- P

(Ec. 2-6)

Donde:

D1 = OD de la muestra diluida inmediatamente después de su preparacion en
mg/L D2 = OD de la muestra diluida después de 5 dias de incubacién mg/L
P = fraccion volumétrica decimal de la muestra utilizada.

B1 = OD del control de simiente antes de la incubacién en mg/L

B2 = OD del control de simiente después de la incubacién en mg/L
El nitr6geno total se obtuvo por el método de Kjeldahl, para los fosfatos se utilizd el método de
fosforo soluble en agua por acido ascérbico 3500-D y para sulfatos se usé el método 4-229-A.

2.3.4. Funcionamiento del fotobiorreactor.

Este trabajo busca aprovechar el fotobiorreactor con el que cuenta la Facultad de Ciencias. En la

tabla 2-7 se muestra los parametros de funcionamiento del fotobiorreactor

Tabla 2-7. Parametros de funcionamiento del fotobiorreactor.

Parametro Condiciones

Sistema de operacion Discontinuo

Forma del Fotobiorreactor | Hexagonal

Forma de celda Tubular

Tamarfio de celda Longitud 60cm. Diametro 8cm
Volumen de celda 1.8 litros

Numero de celdas 6

lluminacién 6 Lamparas led. Aproximadamente 800 lux
Aireacion Q =125.66 cm3/s
Temperatura Ambiente

pH 7-8

Tiempo de retencion 3 semanas

Elaborado por: Melanie Ocafia, 2019
Tomada de Chicaiza, C. 2017
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2.4. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se utiliz6 el programa informéatico IBM SPSS 25, para cada una de
las pruebas se tomé un nivel de significancia del 5%.

2.4.1. Sistema de Variables.
2.4.1.1. Hipotesis

Las algas Chlorophyta son capaces de crecer y remover la materia organica del agua residual del

Camal Municipal del Canton Shushufindi
2.4.2. Analisis de Varianza (ANOVA).

Sirve para medir la variabilidad total entre tratamientos. Esta centrado en comparar los
tratamientos en cuanto a sus medias poblacionales, sin olvidar que también es importante
compararlos con respecto a sus varianzas. Asi, desde el punto de vista estadistico la hipotesis
fundamental a probar cuando se comparan varios tratamientos. Si Fo es grande, se contradice la
hipétesis de que no hay efectos de tratamientos; en cambio, si Fo es pequefio se confirma la validez

de Ho. (Gutierres Humberto y Roman 2008) (Gutierres Humberto y Roman 2008)
2.4.3. Prueba de Tukey

Un método utilizado cuando se detectan diferencias significativas durante el ANOVA, el cual
consiste en comparar las diferencias entre medias muéstrales, Se declaran significativamente

diferentes los pares de medias cuya diferencia maestral en valor absoluto sea mayor que Ta.
(Gutiérrez Humberto y Roman 2008)

CME/n

Ta=qa (k N- k) (Ec. 2-10)

Donde:

CME: es el cuadrado medio del error, n es el nimero de observaciones por tratamiento,
k: es el nUmero de tratamientos,

N — k: es igual a los grados de libertad para el error,

a: es el nivel de significancia prefijado y el estadistico

ga(k, N —K): son puntos porcentuales de la distribucion del rango estudentizado,
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CAPITULO IlII:

3. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS.

3.1. Resultados

3.1.1. Parametros in situ de la laguna Limoncocha

El valor de pH promedio obtenido en los puntos de muestreo de la laguna Limoncocha es
de 8.33, mientras que los valores de temperatura son de 29.67°C como se muestra en la

tabla 3-1, valores similares han sido obtenidos por otros autores anteriormente (Gémez 2003;
Andres 2011).

Tabla 3-1: Resultados de parametros in situ de la laguna Limoncocha

Puntos de muestreo pH | Temperatura °C

Punto 1: El Cafio 8 29
Punto 2: Desembocadura de Playa Yacu 8 28
Punto 3: Muelle 9 32
Promedio 8.33 29.67

Elaborado por: Ocafia Melanie, 2019
3.1.2. Prueba de Lugol

El yodo contenido en este reactivo reacciona con el almidén presente en el medio,
generando una coloracién marrén, confirmando la presencia de algas Chlorophyta en la

muestra.

- . F v-t A 3

Ly B = s 73 .
Fig. 3-1: Prueba con Lugol positiva para almidén
Realizado por: Ocafia Melanie, 2019
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3.1.3. Temperatura de cultivo

Se realiz6 la medicion de temperatura diariamente en cada repeticion los datos se muestran en la
tabla 3-2

Tabla 3-2: Promedio de temperatura durante los tratamientos

Temperatura °C
Dia | R1 R2 R3 R4 R5
1 19,4 24,3 253 233 223
2 21,3 21,2 25,4 25,1
3 19,2 20,5 22,3 223
4 253 22,8 23,4 18,3
5 21,2 25,7 21,1
6 26,2 235
7 235 20,1 24,3
8 21,3 23,6 21,2 238 18,3
9 24,3 26,2 253 215
10 25,7 23,5 22,5 22,5
11 23,7 21,2 21,3 18,3
12 20,3 20,8 20,7
13 23,2 25,1
14 24 20,1 23,2
15 21,8 19,7 26,4 27,4 18,3
16 20,5 23,2 21,4 20,7
17 18,3 255 24,1 20,8
18 19,6 19,7 21,8 21,4
0| 225 £22| 21,9+24 | 228+23 24+1,6 20,8 +2

Realizado por: Ocafia Melanie, 2019

3.1.4. Crecimiento y productividad celular

Los tratamientos sin aireacion presentan un crecimiento menor de células y llegan a la fase de
muerte mas rapidamente, los tratamientos con aireacion tienen un mayor nimero de células asi
como una mayor cantidad de dias de crecimiento. (Para ampliar la informacion se puede consultar

el anexo Ey F).

La productividad celular refleja con mayor eficiencia la cantidad de biomasa producida por el
tiempo y volumen de cultivo, los tratamientos con mayor productividad son aquellos que incluyen
aireacion evidenciando la importancia de la adicion de aire en el crecimiento de biomasa algal, es
asi que T4 presenta una mayor productividad celular con 41944 células/L.dia con un crecimiento
durante 17 dias, seguido por T2 con 39061 células/L.dia y un crecimiento de 14 dias, estos

tratamientos presentan una diferencia estadisticamente significativa como se muestra en la prueba
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de Tukey. En estudios anteriores (Andrade et al. 2009) se ha reportado una produccion en peso de
biomasa algal cultivada en aguas de pescaderia levemente mayor a la producida en Nitrofoska por
la diferencia de disponibilidad de los nutrientes contenido en estos medios de cultivo. Estas
evidencias sugieren que las aguas residuales con elevado contenido de materia organica pueden
constituirse en un medio de cultivo eficiente para la produccion de microalgas, reduciendo una de

las probleméticas que presenta actualmente la produccion de esta biomasa.

En el grafico 3-1 se puede observar el crecimiento promedio de las algas a lo largo del tratamiento.

CRECIMIENTO CELULAR

1400000
__ 1200000 —&— Agua residual
§ +algas +
= 1000000 ' aireacion
§ —fl— Agua residual
=z + algas
S 800000 g
?
e 600000 Nitrofoska +
5 algas +
tZJ 400000 aireacién
8 == Nitrofoska +
200000
algas
0
01 2 3 45 6 7 8 910111213141516171819

TIEMPO (DIAS)

Grafico 3-1: Curvas de crecimiento de algas Chlorophyta

Realizado por: Ocafia Melanie, 2019

Los tratamientos sin aireacion presentan una productividad celular mucho menor, T1 con
20020células/L.dia y T3 con 22394 células/L.dia, no presentan una productividad celular
estadisticamente diferente como se muestra en la prueba de Tukey, presentan caracteristicas de
crecimiento idénticas durante 10 dias, esto evidencia que la aireacién se convierte en factor
limitante de crecimiento para las microalgas de estudio, esta reduccion de crecimiento se ha
reportado en estudios anteriores (Salazar et al. 2002). En este caso el contenido de nutrientes en el
medio de cultivo tiene menos efecto en el crecimiento de las microalgas que la aireacion. Muchas
especies de algas Chlorophyta tienen la capacidad de crecer en concentraciones bajas de CO-
como organismos mixotroficos, utilizando en el proceso de respiracion compuestos organicos
como aceptor final de electrones, sin embargo bajo condiciones de estrés reducen su crecimiento

celular (Ahmad, Buang y Bhat 2016).
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Productividad celular

45000
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35000
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25000
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Nitrofoska + Nitrofoska +  Agua residual + Agua residual +
algas (T1) algas + aireacion algas (T3) algas + aireacion
(T2) (T4)

Gréfico 3-2: grafico de productividad celular
Realizado por: Ocafia Melanie, 2019.

3.1.5. Evolucién del pH, conductividady TDS

El pH inicial promedio del agua residual utilizada como sustrato en T3, T4, T5, T6, fue de
8.4510.22, y los tratamientos T1 y T2 que utilizan Nitrofosca foliar con un pH inicial promedio
de 8.42 =+ 0.14. Con el paso de los dias, el pH sufrié un aumento de valores en todos los
tratamientos sin diferencias estadisticamente significativas entre ellos, T2 con un promedio de
9.28 £ 0.15 y T4 con un promedio de 9.32 £ 0.17, son los tratamientos con algas Chlorophyta y
aireacion, presentan un mayor incremento de pH, T1 con 9.07 £ 0.1 y T3 con 8.89 + 0.33,
tratamientos con algas pero sin aireacion presentan un incremento moderado del pH, tampoco
tienen diferencias significativas entre ellos T5 y T6 son tratamientos sin inoculo de algas, T5
sigue presentando un incremento del pH aunque menor a 8.81+ 0.13, sin embargo T6 presenta
una disminucidn de los valores de pH a 8,00 + 0.07.

9,60 —&— Agua residual +
algas + aireacion

9,40
g 4
920 —fl— Agua residual +
' algas (T3)
9,00
—#— Nitrofoska + algas
. 8,80 + aireacion (T2)
o
8,60 —>— Nitrofoska + algas
840 WY (T1)
8,20 == Agua residual con
aireacion (T6)
8,00
Agua residual sin
7,80

aireacion (T5)
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

TIEMPO (DIAS)
Grafico 3-3: Evolucion de pH promedio durante los tratamientos

Realizado por Ocafia Melanie. 2019
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En el gréafico 3-3 se observa el desarrollo del pH promedio durante los tratamientos, es asi que los
tratamientos T1, T2, T3, T4, T6 presentan una variacion de pH en aumento, mientras que T5

disminuye el pH. (Para ampliar la informacidon se puede consultar el anexo D)

Trabajos anteriores muestran también un aumento de pH en cultivos de algas, esto se debe a que
las microalgas tienen actividad fotosintética en el medio de cultivo de agua residual, esta actividad
conduce a un aumento gradual en el pH, debido al efecto sobre el equilibrio de especies

carbonatadas en el agua. (Tang, Han, Li, Miao y Zhong 2011) ; (Garcia, Arbib y Perales 2015).

Durante el proceso de la fotosintesis, las microalgas en el medio asimilan CO.. El COy, al estar
disuelto en agua, forma moléculas de acido carbonico (H.COs). Este acido se encuentra en una
fraccion 10° veces menor que el CO; disuelto (ac) debido a que en el agua se disocia con gran

facilidad en protones H* e iones bicarbonato HCO3", como se muestra en la ecuacion 3-1

CO, (g) + H,O0 & CO, (ac) + H,O
< H,CO, & H + HCO,"
(Ec. 3-1)
A su vez, el ion bicarbonato, en presencia de agua, se disocia en iones H* e iones carbonato COz*
(ecuacion 3-2):

HCO:- < B4 SO~
6 = (Ec. 3-2)
De este modo, en un cultivo de microalgas, debido al consumo de carbono inorgénico disuelto
(bien en forma de CO,, H,COs, HCO3 0 COs%) provoca un desplazamiento de los equilibrios,
indicados en las ecuaciones, hacia una reduccion de la concentracién de protones H* y, por ende,

un incremento del pH (Tang et al., 2011).

Los tratamientos T1 y T3 son tratamientos con un menor crecimiento de biomasa, por lo que la
produccién de protones H* es menor, esto conlleva a una variacion de pH menor que en T2 y T4,
en T6 no existe la presencia de algas, pero si existen bacteria aerobias, su actividad hace que aun

exista un aumento de pH, en T5 se tiene presencia de bacterias anaerobias.

En la respiracion aerobia un substrato es oxidado completamente a CO, y H,O, con participacion
de una cadena de e- (ubicada en la membrana citoplasmatica) y el aceptor final es el oxigeno
molecular (varela 2004), la presencia del CO, conlleva una reduccion de la concentracion de

protones H*, pero en menor cantidad que las algas, por lo que el incremento de pH es menor.

Los microorganismos anaerobios obtienen principalmente su energia mediante la utilizacion de

las vias fermentativas, en donde los compuestos organicos como los acidos y alcoholes sirven
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basicamente como aceptores finales de electrones, estos microorganismos producen mucho
menos energia que los aerobios, y para suplir sus necesidades de energia metabolizan una mayor
cantidad de azucares y por consiguiente elaboran una mayor cantidad de metabolitos. Durante el
proceso de produccion del metabolitos, los productos finales son sustancias orgéanicas, por
ejemplo, acido lactico, acido propiodnico, &cido acético, butanol, etanol y acetona. La presencia
de estos disminuye el pH en el medio de cultivo.

La conductividad eléctrica (CE) aumenta cuando aumenta la concentracion de iones, lo que la
convierte en una medida indirecta la cantidad de iones en solucion (principalmente cloruro,
nitrato, sulfato, fosfato, sodio, magnesio y calcio) (Gao et al. 2018). La CE en el sustrato puede verse
afectada: la presencia de fertilizantes insolubles, como los de liberacion lenta, la incorporacién de
una cantidad de fertilizante superior a las absorbidas o lixiviadas, cambios en la capacidad de

intercambio cationico (Barbaro, Karlanian y Diego 2008).

Las bacterias aerobias obtienen ATP a través del ciclo de Krebs, en la generacion de ATP el
transporte de electrones se sitla en la membrana citoplasmatica de la célula bacteriana, de tal
modo que durante el proceso de transporte, se produce una separacion fisica entre protones y
electrones. Los protones quedan fuera de la célula mientras que la e- dentro, como consecuencia
de esto se genera a través de la membrana citoplasmética un gradiente de pH y un potencial
eléctrico. A pesar de su pequefio tamafio ni los H+ ni los OH- atraviesan libremente la membrana,
por lo tanto, el equilibrio no puede establecerse espontdneamente, esto modifica la capacidad de

intercambio cationico del medio (Varela 2004).
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Grafico 3-4: Comportamiento de la conductividad en cada uno de los tratamientos

Realizado por: Ocafia Melanie, 2019
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Como se observa en el grafico 3-3 en los tratamientos con algas el comportamiento de la
conductividad tiende a incrementar una vez que el cultivo entra en fase de muerte, esto se debe a
que una vez que se produce la muerte de la célula los aniones y cationes contenidos son liberados
nuevamente al medio, provocando un incremento de los valores de conductividad eléctrica, esto
no ocurre en los tratamientos sin algas, lo que indica que los organismos presentes en estos siguen

en crecimiento. (Para ampliar la informacion consultar el anexo G)

El porcentaje promedio de reduccion de la conductividad de T3 fue 4,22%, T4 de 20,65%, T5 de
20,32% y T6 con el mayor porcentaje de reduccién de conductividad con 43,76%. La
modificacion de la capacidad de intercambio provocada por las bacterias aerobias, sumada al
hecho que las bacterias para su respiracién consumen mayor cantidad de iones que las algas,
provoca un descenso mas acelerado de la conductividad eléctrica en T6, en T5 la falta de oxigeno
provoca que los organismos presentes en este tratamiento utilicen compuestos organicos como
aceptor final de electrones, mientras en T3 la falta de aireacion y el crecimiento de algas inhibe
la proliferacién excesiva de estas bacterias, en T4 la aireacion y el crecimiento de algas mantienen
un equilibrio simbidtico con respecto al crecimiento bacteriano (Majdah Zawawil and Noriah Ramli
2016).
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Gréfico 3-5: Comportamiento de TDS a lo largo de los tratamientos
Elaborado por: Ocafia Melanie, 2019

Los TDS (Solidos Disueltos Totales) son la suma de los minerales, sales, metales, cationes o
aniones disueltos en el agua, esto incluye cualquier elemento presente en el agua que no sea la
molécula de agua pura (H20) y solidos en suspension. El total de TDS una medida del contenido
combinado de todas las sustancias inorgénicas y organicas contenidas en un liquido en forma

molecular, ionizada o en forma de suspensién micro-granular (Alfaro y Parada 2006).
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El porcentaje promedio de reduccion para TDS en T3 es de 8.84%, en T4 20.66 % en T5 16.64%
y T6 con un mayor porcentaje de reduccion es de 56.93%. La reduccion de TDS como se observa
en el gréfico 3- 4, tiene un comportamiento idéntico a la conductividad eléctrica, sin embargo una
vez producida la muerte celular en los tratamientos con algas, los valores de TDS contindan
reduciendo, esto se debe a la transformacion de los compuestos por la actividad metabdlica de los
organismos, una vez producida la muerte los compuestos que regresan al medio presentan formas

diferentes a la inicial. (Para ampliar la informacion se puede consultar el anexo H).

Un medidor de TDS se basa en la conductividad eléctrica (CE) de agua. El agua pura (H20) tiene
practicamente cero conductividad. Los medidores de TDS hacen el calculo mediante la
conversién de la CE por un factor de 0,5 a 1,0 veces la CE, dependiendo de los niveles.
Tipicamente, cuanto mayor sea el nivel de CE, mayor es el factor de conversion para determinar
el TDS (Alfaro y Parada 2006).

3.1.6. Reduccidn de materia organica

El crecimiento de algas como materia prima para la produccién de biocombustibles requiere
grandes cantidades de agua, nutrientes como nitrdgeno, fosforo y oligoelementos, y energia para

la recoleccion y conversion (Zhou et al. 2012).

Porcentaje de reduccion de materia organica
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Grafico 3-5: Comportamiento reduccion de materia organica a lo largo de los tratamientos
Elaborado por: Ocafia Melanie, 2019
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La DBO es indicativo de los niveles de materia organica susceptibles a degradacion bioldgica en
forma aerdbica (Salomén, Cravero y Rost, Zimmer 2013). El porcentaje promedio de reduccion
de DBO:s es el siguiente, T3 76,1% + 4,4; T4 83,1% + 5,9; T5 259 + 51y T6 50,4 + 5,7, el
tratamiento mas eficiente para la remocion de DBOs es T4, autores han reportado la reduccion de
DBOs por parte de algas anteriormente, 70% (Fazal et al. 2018), 93%-95%. (Romero, Fresneda y
Hernandez 2001), 95.4% (Vacca etal. 2017), 80% (Gilberto Salas C. 2008). De acuerdo a la normativa
ecuatoriana en el Acuerdo Ministerial N° 061, Anexo 1 norma de calidad ambiental y de descarga
de efluentes: recurso agua, el limite de descarga a un cuerpo de agua dulce de DBOs es de 100
mg/L. Las especies de algas tienen una amplia gama de respuestas a la temperatura, la luz, los
nutrientes y la salinidad. Muchos modelos de crecimiento de algas consideran los procesos
metabolicos fundamentales y la tasa fotosintética, pero estos coeficientes pueden ser dificiles de
calibrar y medir. (zhou et al. 2012). (Para ampliar la informacion se puede consultar el anexo I). Las
especies de algas tienen una amplia gama de respuestas a la temperatura, la luz, los nutrientes y

la salinidad.

El aumento del pH de los efluentes (proceso fotosintético), favorece la precipitacién de orto
fosfatos, la eliminacién de nitrégeno amoniacal por efecto de intercambio gaseoso, la disminucién
de la demanda bioldgica de oxigeno, la oxigenacion del agua, favoreciendo la oxidacién continua
de materia orgénica, la accion bactericida, reduciendo la sobrevivencia de organismos patégenos
(Salazar et al. 2002). Se produce una complementacion bioldgica entre las algas y bacterias presentes
en el sistema. Las bacterias llevan a cabo la biodegradacion de la materia orgénica que viene en
el influente, lo que es transformado en agua, diéxido de carbono y aumento de biomasa. El diéxido
de carbono y la biomasa muerta son utilizados por las algas en su proceso metabdlico, proceso

que se caracteriza por la produccion de oxigeno, elemento vital para la biomasa bacteriana.

El nitrgeno en un parametro que genera un costo importante en la produccion de biomasa de
microalgas, sin embargo, el nitrégeno también es uno de los principales requerimientos
nutricionales de las algas, y el estado del nitrégeno en el cultivo tiene un fuerte impacto en la
productividad de biomasa (Gao et al. 2018). Para el porcentaje de reduccion promedio de nitrégeno
total Kjeldahl T3 presenta 52,8% * 5,3; T4 63,1 % £ 2,3; T5 149 % + 6,6 y T6 33,3% £+ 7,1,
debido a que la prueba de Tukey indica que existe una diferencia significativa en la reduccion de
nitrdgeno total Kjeldahl el tratamiento més efectivo es T4, efecto que se atribuye al crecimiento
de microalgas Chlorophyta. Estudios anteriores también demuestran la reduccion de nitrogeno
en aguas residuales debido al cultivo de algas 84,93%(Andrés et al. 2016), 50% Nitrogeno
orgénico (Lucero 2015), 59.7% (Zhou et al. 2012), 64% (Escorihuela et al. 2007), la diferencia
en los porcentajes de reduccion se debe a que todavia estan presentes algunos compuestos

organicos que no pueden convertirse para ser asimilados por las algas, esta asimilacion depende
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de las condiciones de cultivo y de las especies que se desarrollan. (zhou et al. 2012). De acuerdo a
la normativa ecuatoriana en Acuerdo Ministerial 061 Anexo 1 norma de calidad ambiental y de
descarga de efluentes : recurso agua, el limite de descarga a un cuerpo de agua dulce de nitrégeno
total Kjeldahl es de 15mg/L.

Otro requerimiento importante en el crecimiento de las algas son los fosfatos, el fosforo es un
requerimiento esencial en los organismos fotosintéticos, es utilizado en el proceso de fotosintesis
para la produccion de ATP, el porcentaje promedio de reduccién de fosfatos en los diferentes
tratamientos es el siguiente: T347,8% +8,7; T458,9% + 7,7; T514,9% £ 6,6 y T6 33,3% + 7,1;
debido a que todos los tratamientos son estadisticamente diferentes el tratamiento mas eficiente
es T4, también atribuido a la capacidad de asimilacién del elemento por parte de las algas.
Investigaciones anteriores demuestran la capacidad de las algas para reducir fosforo en aguas
residuales 75,7% de fésforo total (Andrés et al. 2016), 48% del fosfato (Lucero 2015), 90.45% de
fosforo (Zhou et al. 2012), 87% (Tafur & Estrada 2015), >95% en fosfatos(Markou 2015). Segun
el Acuerdo Ministerial 061 Anexo 1 norma de calidad ambiental y de descarga de efluente:

recurso agua, el limite de descarga a un cuerpo de agua dulce de fosfatos es de 10 mg/L.

Las aguas residuales generalmente contienen concentraciones elevadas de azufre, este por la
actividad microbiana se transforma en sulfuro de hidrogeno, gas que es responsable del
caracteristico olor desagradable en las aguas residuales (zhoua et al. 2018). Se puede observar el
porcentaje promedio de reduccion de sulfatos asi: T358,9% + 7,7; T4 47,8% £ 8,7; T5 con 14,9%
+ 66 y T6 33,3+ 7,1. En la prueba de Tukey se evidencia que existe una diferencia
estadisticamente significativa entre todos los tratamientos en cuanto a la reduccién de sulfatos,
T3 demuestra ser mas eficiente en la remocion de estos, a pesar de no presentar aireacion. Estudios
anteriores demuestran una reduccion de sulfatos mayor en cultivos sin aireacion, esto se debe a la
capacidad de ciertas especies de Chlorophyta de crecer en concentraciones bajas de CO, como
organismos mixotréficos, utilizando en el proceso de respiracién compuestos organicos como
aceptor de electrones, entre ellos los sulfatos (Ahmad, Buang y Bhat 2016). Otros autores reportan la
capacidad de las algas para reducir sulfatos (Salazar et al. 2002) 46%, 80% (Ayala-parra, Sierra-
alvarez y Field 2016) . De acuerdo a la normativa ecuatoriana en el Acuerdo Ministerial 061
Anexo 1 norma de calidad ambiental y de descarga de efluentes : recurso agua, el limite de

descarga a un cuerpo de agua dulce de sulfatos es de 15mg/L.

3.2.  Microalgas Chlorophyta identificadas morfol6gicamente.
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Las algas en sus inicios fueron clasificadas taxondmicamente de acuerdo a su morfologia, décadas
después se ratifico esta clasificacion con el uso de pruebas genéticas (Lewis y Lewis 2005). Con fines
de estudio se realizd un analisis de la morfologia de las algas que crecieron durante los
tratamientos, a partir de ello se realizd la identificacion de las algas que cumplen con las
caracteristicas morfologicas propias de las microalgas Chlorophyta; esta son descritas a

continuacion:

3.2.1. Characium sp. (A. Braun, 1849)

Reino: Plantae
Division: Chlorophyta
Clase Chlorophyceae
Orden: Sphaeropleales
> Familia: Characiaceae
Genero: Characium
Realizado por: Ocafia Melanie, 2019 Fuente: Algabase, 2019

Células solitarias, cilindricas, piriformes, ovoides o con forma de huso o esféricas. Las células a
menudo se doblan o son asimétricas y se unen al sustrato en un extremo mediante una almohadilla

basal, células redondeadas a puntiagudas, con o sin proceso de atenuacién. (Guiry, MD & Guiry
2019).

Su cultivo anterior demostrd a reduccion del 21.5% de la DQO, el 80.0% de nitrdgeno total y el
89.9% de fosforo total ademas, el reciclaje del efluente final para diluir el POME resultd ser viable
y econémicamente deseable. (Khalid et al. 2016) La mayoria es de agua dulce, pero algunas especies
han sido encontradas en suelos articos y tropicales. En Ecuador se las encuentra en laguna de

Anteojos del Parque Nacional Llanganates.(Guaman y Gonzélez 2016)

3.2.2. Chlamydomonas sp. (Ehrenberg, 1833, nom. contras.)

Reino: Plantae
Division: Chlorophyta
TR © Clase Chlorophyceae
Orden: Volvocales
Familia: Chlamydomonadaceae
Genero: Chlamydomonas
Realizado por: Ocafia Melanie, 2019 Fuente: Algabase, 2019

Es un organismo unicelular tipicamente esférico o subesférico, cada célula suele tener dos

vacuolas contractiles anteriores, pero estas pueden no estar, dos pares de flagelos
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anteriores. Cloroplasto individual por célula y extremadamente variable (Guiry, MD & Guiry 2019).
Se encuentra en agua estancada y en suelo himedo, en agua dulce, agua de mar, e incluso en la

nieve.

Estudiado en modificaciones genéticas por su facil manipulacion, dependiendo de las condiciones
del medio son fotoautotrofos obligados o heterétrofos opcionales, es de gran valor como fuente
de combustible renovable ya que tiene altas tasas de acumulacion de lipidos, asi como eliminacién

de desechos de metales pesados (Harris 2001).

En el Ecuador, se ha encontrado en las lagunas Magdalena, Negra y Kuyuk del Parque Nacional
Sangay; Pisayambo, Anteojos y Chaloacocha del Parque Nacional Llanganates; Limpiopungo en

el Parque Nacional Cotopaxi y en la laguna Toreadora en el Parque Nacional Cajas. (Guaman y
Gonzélez 2016).

3.2.3. Chlorella sp. (Beyerink (Beijerinck), 1890)

Reino: Plantae
Division: Chlorophyta
Clase Trebouxiophyceae
‘ Orden: Chlorellales
) Familia: Chlorellaceae
Genero: Chlorella
Realizado por: Ocafia Melanie, 2019 Fuente: Algabase, 2019

Concentraciones de clorofila méas alta de cualquier planta en el mundo. Ciertas especies son
alimento para los seres humanos y el ganado. Contienen mas de 20 vitaminas y minerales,
incluyendo el complejo B, beta-caroteno, vitaminas C y E, hierro, calcio, hasta 70% de proteina
(Guamén y Gonzalez 2016). Células esféricas, subesféricas o elipsoidales, solitarias o en formacion
con hasta 64 células, mucilago presente o ausente. Cloroplasto Unico, parietal, pirrenoide presente
(Guiry, MD & Guiry 2019).

Presenta un rapido crecimiento en cultivo celular y por su capacidad de utilizar como sustrato
nutricional compuestos organicos e inorganicos (Wehr y Sheath, 2003; Xu et al., 2006; Chinnasamy, 2010).
Se ha utilizado para generar productos orientados a las industrias alimenticias farmacéuticas, de
saneamiento ambiental, agropecuarias e energéticas (Chisti, 2007), son tolerantes a las aguas
residuales municipales, logran eliminar mas del 80% de amoniaco, nitrato y fésforo total (Quiroz
Arita, Peebles y Bradley 2015).
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Se han encontrado en las lagunas de los Parques Nacionales Cotopaxi, Llanganates, Sangay,
Cajas, Yasuni y de las Reservas Cotacachi-Cayapas, Antisana, EI Angel, Chimborazo y en laguna

de Chinchillas, Loja. (Guaman y Gonzalez 2016)

3.2.4. Closterium sp. (Nitzsch ex Ralfs, Brit. Desm. 159. 1848.)

- ~ Reino: Plantae
d % Subreino: Viridiplantae
\ o Division: Chlorophyta
h\! b Clase Zygnemophyceae
' Orden: Desmidiales
Familia: Closteriaceae
Genero: Closterium

A

Realizado por: Ocafia Melanie, 2019

Fuente: Algabase, 2019

Células rectas, fusiformes, arqueadas a lunadas, solitarias (raramente agregado), pequefio a
grande (72-1700 um). Las células generalmente disminuyen hacia ambos extremos; Extremos
agudos, redondeados o truncados. Ha sido utilizado durante mucho tiempo como modelo para la
produccién sexual. Se ha utilizado para realizar ensayos de deteccidn de sustancias peligrosas en
sistemas analizando diversas variaciones en las actividades de clorofila, carotenoides y
antioxidantes.(Sathasivam et al. 2016). Crecen principalmente en aguas estancadas o con corriente

lenta.

Se ha encontrado en el Ecuador en las lagunas de Anteojos, Rodeococha, Chaloacocha del Parque
Nacional Llanganates; Ilincocha en el Parque Nacional Cajas; Limpiopungo en el Parque

Nacional Cotopaxi y La Mica en la Reserva Ecoldgica Antisana.(Guaman y Gonzélez 2016)

3.2.5. Coelastrum sp. (Nageli, 1849)

Par)

2

~
$

) 2

Realizado por: Ocafia Melanie, 2019

Reino: Plantae
Division: Chlorophyta
Clase Chlorophyceae
Orden: Sphaeropleales
Familia: Scenedesmaceae
Genero: Coelastrum
Fuente: Algabase, 2019

Organismos formando 4, 8, 16, 32 o 64, organizadas como colonias esféricas, piramidales o

cuboides, de flotacion libre. Celdas més o menos densamente alineadas, pero generalmente con
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espacios vacios entre los intersticios de la pared. Células globosas, ovoides o piramidales de 2 a

30um en la dimensién maxima. (Guiry, MD & Guiry 2019).

Utilizado recientemente para tratamientos de aguas residuales, produccion de biodiesel y
biorremediacién de metales pesado, es un género de microalgas que crece eficientemente en aguas
residuales urbanas llagando a tolerar altos niveles de radiacion, bajo niveles de estrés salino
aumenta 30 veces la produccién de carotenoides aunque su tasa de crecimiento se ve reducida,
ademas se ha demostrado que sus exudados con capaces de actuar como un potente biofloculador
de otras especies de microalgas. (Luo et al. 2016) Forma parte en el fitoplancton en agua dulce, desde

ambientes articos hasta tropicales, a menudo abundantes en condiciones eutroficas.

En Ecuador se encuentra en las lagunas de El Salado, Reserva Ecolégica El Angel; Magdalena en
el Parque Nacional Sangay; Mojanda en la Reserva Ecol6gica Cotacachi-Cayapas y en

Limpiopungo en el Parque Nacional Cotopaxi (Guamén y Gonzalez 2016).

3.2.6. Coccomyxa sp. (Schmidle, 1901)

Reino: Plantae
KX Subreino: Viridiplantae
Iy ) Division: Chlorophyta
v Clase Trebouxiophyceae
. F Orden: Rebouxiophyceae
7o ’ Familia: Coccomyxaceae
R Genero: Coccomyxa
Realizado por: Ocafia Melanie, 2019 Fuente: Algabase, 2019

Son colonias verdes no flageladas o unicelulares rodeadas por un mucilago viscoso (Guaman y
Gonzalez 2016). Células de 1 a 11 um de largo, de forma muy variable, desde esféricas a elipticas,
oblongas o en forma de hoz, frecuentemente con una punta hialina atenuada. (Stevenson y South
1974). Tiene una distribucion mundial y muestra una amplia en habitat y estilo de vida. (Ajayan,
Harilal y Gani 2019).

Podria tener potencial para la produccion a gran escala de carotenoides antioxidantes, se aislo
raspando el material ferroso depositado en las rocas, esto demuestra la capacidad que tienen de
tolerar concentraciones elevadas de metales (M. PASQUALETTI et al. 2015). ES capaz de almacenar
un contenido elevado de lipidos intracelulares y la productividad lipidica, es una factor crucial
para la produccién comercial de biocombustibles (Takahashi et al. 2018). Se encuentra desde zonas

temperadas hasta areas polares.
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En Ecuador se encuentra en la laguna La Mica de la Reserva Ecoldgica Antisana y en el Yasuni
(Guaman y Gonzalez 2016).

3.2.7. Monoraphidium sp. (Komarkova-Legnerova, 1969)

oe ° Reino: Plantae

~ o Subreino: Viridiplantae

0 c Division: Chlorophyta
o ¢ ~ B Clase Chlorophyceae
s ~ ’o J' ( Orden: Sphaeropleales
5 & o o Familia: Selenastraceae
: Genero: Monoraphidium

Realizado por: Ocafia Melanie, 2019 Fuente: Algabase, 2019

Organismo unicelular, no embebida en envoltura de mucilago. Células 2-182 x 1-8 um,
directamente de lunadas a sigmoides o helicoidalmente torcidas, a menudo con extremos
alargados. Paredes celulares lisas. Células uninucleadas; cloroplasto simple y parietal; (Guiry, MD
& Guiry 2019). Se encuentra formando parte del fitoplancton en rios mesotroficos a eutréficos,

estangues, lagos y reservorios.

Este género ha demostrado eficiencia en el tratamiento de aguas residuales con melaza,
reduciendo el carbono organico, DBO y nutrientes como nitrégeno y fosforo, elevada
acumulacién de lipidos (Dong et al. 2019), se ha utilizado para extraer un acido graso esencial, el
acido a-linolénico, exhibi6 buenas propiedades para la produccién de biodiesel, alto contenido de
lipidos y productividad moderada de la biomasa (Lin et al. 2018). Cultivada en agua residual exhibi6
un perfil de acidos grasos similar al del aceite de soja, reduccion de nitrato y fosfato, biodiesel en

mezclas con petrodiesel mostré una reduccion significativa en las emisiones de NOx.

En Ecuador se encuentra en la laguna de Pisayambo del Parque Nacional Llanganates (Guaman y

Gonzalez 2016). Se reportd anteriormente en la laguna Limoncocha (Subia y Aguiar 2018)

3.2.8. Desmodesmus sp. (Komarkova-Legnerova, 1969)

Reino: Plantae
Subreino: Viridiplantae
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Division: Chlorophyta
*'. Clase Chlorophyceae
: Orden: Sphaeropleales
Familia: Scenedesmaceae
Genero: Desmodesmus
S
Realizado por: Ocafia Melanie, 2019 Fuente: Algabase, 2019

Unicelular o en cenobio de 2 -4 -8-16 células con ejes longitudinales a las células en paralelo,
lateralmente contiguas y dispuestas en una sola serie lineal. Las células son elipsoidales a ovoides,
espinas usualmente presentes en las células terminales y/o células medias; (Guiry, MD & Guiry 2019).

Es uno de los mejores candidatos para la produccion de biodiesel en zonas tropicales y
subtropicales, se ha cultivado en aguas residuales municipales sin la adicién de fertilizante con
clima tropical (Ho et al. 2013). Muestra la habilidad de retener metales pesados como cobre y niquel,
también la eficiente remocion de fosforo, (Rugnini et al. 2018), es (til en el tratamiento de medios
acuéticos contaminados con BPA ya muestra la habilidad de reducirlo sin que afecte de manera
significativa su crecimiento fotoautdtrofos (Wang et al. 2017), tiene la capacidad de acumular acido
alfa-linolénico aun bajo condiciones de estrés de luz, temperatura y nutrientes (Sijil, Sarada y Chauhan

2019). Se encuentra en el fitoplancton de estanques y lagos.

En Ecuador se localiza en las lagunas Magdalena y Kuyuk del Parque Nacional Sangay; lagunas
de Cajas y Limpiopungo en el Parque Nacional Cotopaxi; Chaloacocha, Rodeococha y Anteojos
en el Parque Nacional Llanganates; en la laguna de Ozogoche en el Parque Nacional Sangay y en

el Yasuni. (Guamén y Gonzalez 2016).

3.2.9. Golenkinia sp. (Chodat, 1894)

Reino: Plantae

5 Subreino: Viridiplantae

< Division: Chlorophyta
Clase Chlorophyceae

S Orden: Chlamydomonadales
Familia: Incertae sedis
Genero: Golenkinia
Realizado por: Ocafia Melanie, 2019 Fuente: Algabase, 2019

Organismo unicelular, algas solitarias con células esféricas, de 10 a 18 m de didmetro, con

numerosas espinas delgadas de 6 a 65 um de largo, e pueden formar pseudocolonias formadas por
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el enclavamiento de espinas, tienen una envoltura mucilaginosa delgada que rodea la célulay la
base de las espinas, paredes celulares lisas, (Guiry, MD & Guiry 2019). Son algas planctonicas de
agua dulce.

El género Golenkinia no ha sido estudiado para la produccion de metabolitos de interés comercial
como la produccion de carotenoides y lipidos bajo estrés salino, pudiendo tener una aplicacion
potencial en los campos de alimentacién nutracéuticos y acuicolas (Rearte et al. 2018), asi también
de azucares como xilosa, manosa y galactosa (Choi et al. 2015), se cultivado anteriormente en agua
residual de cocina demostrando ser Util para la generacion de bioelectricidad en celda de
combustible microbiano, lipidos con potencial para la produccién de biodiesel, la reduccion
eficiente de DQO y nitrégeno (Hou et al. 2016)

En el Ecuador se encuentra en la laguna del Quilotoa de la Reserva Ecolégica Los Ilinizas (Guaman
y Gonzélez 2016).

3.2.10. Staurastrum sp. (Ehrenberg ex Ralfs, 1848)

Reino: Plantae
Division: Chlorophyta
Clase Zygnematophyceae
N 7 Orden: Desmidiales
Familia: Desmidiaceae
Genero: Staurastrum
Realizado por: Ocafia Melanie, 2019 Fuente: Algabase, 2019

Las células de pequerfias a grandes, de 2 a 12, irradian en la vista final, con una constriccién media
superficial o profunda (istmo) donde las paredes de semicélulas se superponen, y dos morfologias
celulares integradas. La mayoria de las especies con procesos largos y huecos en cada semicélula
(namero relacionado con el patrén de radiacion (Guiry, MD & Guiry 2019). Muchas especies son
cosmopolitas; otras se restringen a zonas tropicales o ciertos continentes. Pueden ser plancténicas,

bénticas o perifiticas en aguas &cidas, lagos oligotrofos, estanques y lagos.

En el Ecuador se encuentran en las lagunas de Muerte Pungo, La Mica (Reserva Ecoldgica
Antisana); Rodeococha y EI Tambo (Parque Nacional Llanganates); y en laguna de Chinchillas,

Loja (Guaman y Gonzalez 2016).

3.3. Analisis estadistico
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Para cada una de las pruebas se utilizé un nivel de confianza del 95%. a = 0.05. (Para ampliar la

informacion se puede consultar el anexo J).

3.3.1. Analisis estadistico de pH.

Ho: No existe diferencia significativa entre el promedio de reduccion de conductividad entre los

tratamientos.

Hi: Existe diferencia significativa entre el promedio de reduccion de conductividad entre los

tratamientos.

Tabla 3-3: Promedio de variacion de pH

Nitrofoska | Nitrofoska | Agua Agua Agua Agua
+ algas +algas + | residual | residual + residual residual
(T aireacion | +algas algas + sin con
(T2) (T3) aireacion | aireacion | aireacion
(T4) (T5) (T6)
PH 0,57 0,84 0,45 0,85 -0,56 0,14
0,69 0,97 0,68 0,95 -0,48 0,25
0,62 0,69 0,43 0,64 -0,64 0,28
0,46 1 0,43 0,53 -0,3 0,31
0,39 0,77 0,38 0,95 -0,21 0,67
Promedio 0,55 0,85 0,47 0,78 -0,44 0,33

Elaborado por: Ocafia Melanie, 2019

En el ANOVA se obtuvo Fo 42,1313 >F: 6206, por lo tanto, se rechaza la hipétesis nula y se
acepta la hipotesis alternativa, existe diferencia estadisticamente significativa en al menos un par
de tratamientos. Se procedid a realizar la prueba de Tukey con qoos (6,24)= 5.37 en la que se
obtuvo que solo las interacciones (T1-T3), (T2-T4), (T3-T6) no presentan una diferencia
estadisticamente significativa, las restantes posibles interacciones entre los seis tratamientos

tienen una diferencia significativa en cuanto a la variacion de pH.

3.3.2. Anadlisis estadistico de conductividad

Ho: No existe diferencia significativa entre el promedio de reduccion de conductividad entre los

tratamientos.

Hi: Existe diferencia significativa entre el promedio de reduccion de conductividad entre los

tratamientos.

Tabla 3-4: Promedio de porcentaje reduccion de conductividad
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Agua Agua residual + Agua residual Agua residual
9 residual + algas + aireacion sin aireacion con aireacion
S - algas (T3) (T4) (T5) (T6)
= E 4,51 20,60 15,24 39,91
39 5,42 20,99 14,22 34,99
2 4,37 21,08 23,39 43,44
O 2,47 23,85 34,28 47,70
4,31 16,72 14,48 52,76
Promedio 4,22 20,65 20,32 43,76

Elaborado por: Ocafia Melanie, 2019

En el ANOVA se obtuvo Fo: 40,71392 > F: 3,2388, por lo tanto, se rechaza la hip6tesis nula 'y

se acepta la hipotesis alternativa, existe diferencia estadisticamente significativa en al menos un

par de tratamientos. Se procedio a realizar la prueba de Tukey con Qoos (4,16)= 4.05 en la que se

obtuvo que solo la interaccion (T4-T5) no presentan una diferencia estadisticamente significativa,

las restantes posibles interacciones entre los cuatro tratamientos tienen una diferencia

estadisticamente significativa en cuanto a la disminucion de conductividad.

3.3.3. Analisis estadistico de Solidos Totales Disueltos (TDS)

Ho: No existe diferencia significativa entre el promedio de reduccion de TDS entre los

tratamientos.

Hai: Existe diferencia significativa entre el promedio de reduccion de TDS entre los tratamientos.

Tabla 3-5: Promedio de porcentaje reduccion de TDS.

Agua Agua residual + Agua residual Agua residual
residual + algas + aireacion sin aireacion con aireacion
- algas (T3) (T4) (T5) (T6)

% 7,39 16,20 17,96 63,03
£ 6.45 16,13 10,97 62,90
= 3,64 20,00 13,09 65,82
15,77 32,55 21,81 46,64
10,94 18,44 19,38 46,25
Promedio 8,84 20,66 16,64 56,93

Elaborado por: Ocafia Melanie, 2019

En el ANOVA se obtuvo Fo: 50,1423 > F: 3,23887, por lo tanto, se rechaza la hipétesis nula 'y

se acepta la hipétesis alternativa, existe diferencia estadisticamente significativa en al menos un
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par de tratamientos. Se procedio a realizar la prueba de Tukey con go.os (4,16)= 4.05 en la que se
obtuvo que solo la interaccion (T4-T5) no presentan una diferencia estadisticamente significativa,
las restantes posibles interacciones entre los cuatro tratamientos tienen una diferencia

estadisticamente significativa en cuanto a la disminucion de TDS.

3.3.4. Analisis estadistico de productividad celular

Ho: No existe diferencia significativa entre productividad celular de algas Chlorophyta en los
tratamientos.

Hi: Existe diferencia significativa entre la productividad celular de algas en los tratamientos.

Tabla 3-6: Promedio de productividad celular

Nitrofoska | Nitrofoska + algas | Agua residual | Agua residual + algas

+algas (T1) | + aireacion (T2) + algas (T3) + aireacion (T4)
Productividad 16835 38955 20455 43519
celular 19949 38161 20960 41231
(células/L.dia) 20051 39153 18704 41204
25589 39947 28956 41939
17677 39087 22896 41830
Promedio 20020 39061 22394 41944

Elaborado por: Ocafia Melanie, 2019

En el ANOVA se obtuvo Fo: 43,1065 > F: 3,2388, por lo tanto, se rechaza la hipétesis nula 'y se
acepta la hipotesis alternativa, existe una diferencia estadisticamente significativa en al menos un
par de tratamientos. Se procedio a realizar la prueba de Tukey con go.os (4,16)= 4.05 en la que se
obtuvo que solo la interaccion (T1-T3) no presentan una diferencia estadisticamente significativa,
las restantes posibles interacciones entre los cuatro tratamientos tienen una diferencia

estadisticamente significativa en cuanto a la productividad celular.

3.3.5. Analisis estadistico de Demanda biol6gica de oxigeno

Ho: No existe diferencia significativa entre el porcentaje promedio de reduccién de DBO entre los

tratamientos.
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Hi: Existe diferencia significativa entre el porcentaje promedio de reduccion de DBO entre los

tratamientos.

En el ANOVA se obtuvo Fo: 120,5760 > F 3,2388, por lo tanto, se rechaza la hipétesis nula 'y se
acepta la hipotesis alternativa, existe diferencia estadisticamente significativa en al menos un par
de tratamientos. Se procedio a realizar la prueba de Tukey con oos (4,16)= 4.05 en la que se
obtuvo que todas las posibles interacciones entre los cuatro tratamientos tienen una diferencia

estadisticamente significativa en cuanto a la disminucién de DBO.

3.3.6. Analisis estadistico de disminucién de nitrogeno

Ho: No existe diferencia significativa entre el promedio de reduccién de nitrégeno entre los
tratamientos.
Hi: Existe diferencia significativa entre el promedio de reduccién de nitrégeno entre los

tratamientos.

En el ANOVA se obtuvo Fy:81,3483 > F3:2388, por lo tanto, se rechaza la hip6tesis nula y se
acepta la hipdtesis alternativa, existe diferencia estadisticamente significativa en al menos un par
de tratamientos. Se procedio a realizar la prueba de Tukey con oos (4,16)= 4.05 en la que se
obtuvo que todas las posibles interacciones entre los cuatro tratamientos tienen una diferencia
estadisticamente significativa en cuanto a la disminucion de Nitrogeno, lo que evidencia que todos

los tratamientos son diferentes.

3.3.7. Analisis estadistico de disminucion de fosfatos

Ho: No existe diferencia significativa entre el porcentaje promedio de reduccion de fosfatos entre
los tratamientos.
Hi: Existe diferencia significativa entre el porcentaje promedio de reduccion de fosfatos entre los

tratamientos.

En el ANOVA se obtuvo Fy:61,2096 > F: 3,2388, por lo tanto, se rechaza la hipdtesis nula y se
acepta la hipotesis alternativa, existe diferencia estadisticamente significativa en al menos un par
de tratamientos. Se procedio a realizar la prueba de Tukey con oos (4,16)= 4.05 en la que se
obtuvo que todas las posibles interacciones entre los cuatro tratamientos tienen una diferencia

estadisticamente significativa en cuanto a la disminucién de fosfatos.
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3.3.8. Andlisis estadistico de disminucién de sulfatos

Ho: No existe diferencia significativa entre el porcentaje promedio de reduccion de sulfatos entre
los tratamientos.
Hi: Existe diferencia significativa entre el porcentaje promedio de reduccion de sulfatos entre los

tratamientos.

En el ANOVA se obtuvo F0:31,6773 > F: 3,2388, por lo tanto, se rechaza la hip6tesis nula 'y se
acepta la hipdtesis alternativa, existe diferencia estadisticamente significativa en al menos un par
de tratamientos. Se procedio a realizar la prueba de Tukey con qo.os (4,16)= 4.05 en la que se
obtuvo que todas las interacciones posibles entre los cuatro tratamientos tienen una diferencia

estadisticamente significativa en cuanto a la disminucién de sulfatos.
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CONCLUSIONES

» A dilucion 1:3 el agua residual del Camal Municipal del Cantén Shushufindi presenta
43mg/L de fosfatos, siendo 10 mg/L el limite maximo permitido en la normativa; un valor
de nitrégeno total Kjeldahl de 47,8 g/L, siendo 15 mg/L el limite que indica la norma,
una DBOs de 1676 mg/L para un valor permitido por la norma de 100 mg/L; un valor de
sulfatos de 429 mg/L, siendo 1000 mg/L el limite maximo permitido para descarga;
ademas un pH que se encuentra en rangos basicos de 8.61, cuyo rango en permitido por
la norma es 5-9, conductividad de 488,8 uS/cmy TDS de 297.4 mg/L, pardmetros que no
establece valores limite de descarga en Acuerdo Ministerial 061 Anexo 1 norma de
calidad ambiental y de descarga de efluentes : recurso agua. Todos los pardmetros a
excepcion de los sulfatos y pH se encuentran por encima de los valores permitidos por la

normativa vigente para la descarga de agua residual en cuerpo de agua dulce.

» En base a los ensayos realizados, se demuestra la capacidad de reduccion de materia
organica que presentan las algas Chlorophyta. Los datos demuestran que los tratamientos
con algas T3y T4 reducen, 76,1% + 4,4y T4 83,1% * 5,9 de DBOs respectivamente,
comparado con tratamientos sin algas T5 25,9/ + 5,1y T6 50,4 + 5,7; la reduccion de
nitrégeno total Kjeldahl en los tratamientos con algas es T3 52,8% + 5,3y T4 63,1 % +
2,3 comparado con la reduccion en T514,9% + 6,6 y T6 33,3% + 7,1; la disminucion de
fosfatos en los diferentes tratamientos con algas es el siguiente: T3 47,8% = 8,7,y T4
58,9% + 7,7, en comparacion con los tratamientos sin algas es T5 14,9% + 6,6 y T6 33,3%
+ 7,1; en sulfatos los porcentajes de reduccion que se presentan son : T358,9% + 7,7, T4
47,8% + 8,7, T5 con 14,9% + 6,6 y T6 33,3+ 7,1. Todos los tratamientos con algas
evidencian un mayor porcentaje de reduccién de materia organica, esto se debe a que las
algas para su crecimiento requieren grandes cantidades de agua y nutrientes como
nitrégeno, fosfatos, sulfatos y oligoelementos, para la produccién de biomasa, utilizando
estos recursos disponibles en el agua residual de camal utilizada como medio de cultivo,
ademas en lugar de consumir el oxigeno disuelto disponible en el agua, durante su
crecimiento consumen CO; y producen oxigeno al medio de cultivo, reduciendo la DBOs

y creando asociaciones simbioticas con las bacterias presentes en el medio.

> El tratamiento mas eficiente para la remocion de DBOs, fosfatos, nitrégeno total Kjeldahl
es T4, este tratamiento corresponde al cultivo de algas en agua residual de camal con
aireacion, presentando una productividad celular de 41944 (células/L.dia),
estadisticamente mayor a la productividad celular obtenida con medio de cultivo de

39061(células/L.dia), lo que demuestra que las aguas residuales de camal constituyen un
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mejor medio de cultivo para la produccion de biomasa algal. Los tratamientos con
aireacion demuestran ser mas eficientes para el crecimiento de las algas debido a que esta
introduce a medio el CO; necesario para la respiracion celular y homogeniza tanto los
nutrientes disponibles como la distribucién de las algas presentes en el medio, esto
permite un mayor crecimiento de biomasa y como consecuencia una mayor reduccion de
materia organica. Mientras el tratamiento mas eficiente para la remocion de sulfatos es
T3 con 58,9% =+ 7,7, esto se debe a la capacidad de ciertas especies de Chlorophyta para
crecer en concentraciones bajas de CO, como organismos mixotréficos, utilizando en el
proceso de respiracion compuestos organicos como aceptor final de electrones, entre ellos

los sulfatos.
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RECOMENDACIONES

» La proporcion de agua residual utilizada para esta investigacion ha sido tomada de
estudios realizados en otros paises, por lo que es necesario realizar una investigacion que
utilice la realidad de nuestro medio en cuanto a carga contaminante, debido a que las
condiciones de operacion y metodologia utilizada en el proceso de faenamiento difieren
de un lugar a otro, lo que cambia las caracteristicas fisico quimicas del agua utilizada en
el tratamiento, por lo que es necesario realizar investigaciones bajo las condiciones

locales.

» Se recomienda realizar una investigacion para conocer el potencial de produccion de
lipidos y proteinas en la biomasa obtenida a partir de agua residual de camal y su futura

utilizacion en productos de interés.

» Para ampliar nimero de cepas de algas utilizables en investigacion y los rangos de
conocimiento, en un futuro se deberia aislar especies de otros lugares del pais, y aplicarlas
al tratamiento de aguas residuales y obtencion de biomasa algal, comparando la eficiencia
de dichas especies.

» En la bisqueda de nuevos medios con potencial para el cultivo de biomasa algal se
recomienda utilizar diferentes tipos de aguas residuales, para establecer la productividad
de células en variedad de medios.

» En virtud de que el agua residual de camal actia como un limitante, se sugiere realizar
ensayos de crecimiento para establecer el reactivo limitante, asi evitar la fase de muerte
celular durante la produccion de biomasa y lograr mayores porcentajes de degradacion

de la materia organica contenida en el agua.

» Se aconseja retirar el cultivo de algas lo mas rapido posible una vez entrado en fase de
muerte, debido a que una vez que los organismos mueren regresan al medio todos los

contaminante que se almacenan en la célula.
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