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RESUMEN

Esta investigacion tuvo como objetivo evaluar la capacidad de remocion de plomo en
agua contaminada artificialmente utilizando microalgas inmovilizadas (Chlorella sp. y
Nannochloropsis sp.). Para ello, se realizaron ensayos in vitro bajo condiciones
controladas en laboratorio. La metodologia incluyé la caracterizacién del crecimiento
de las microalgas en medios especificos, la determinacion de la remocion de plomo
mediante espectrofotometria de absorcion atomica y el andlisis estadistico para
comparar su eficacia. Los resultados mostraron que Nannochloropsis sp. alcanzo6 un
porcentaje de remocion de plomo del 67.98%, mientras que Chlorella sp. logré un
53.76%. La combinacion de ambas especies presentd una remocion de 75.00%,
sugiriendo un efecto sinérgico. Sin embargo, los analisis estadisticos (ANOVA y
Kruskal-Wallis) no encontraron diferencias significativas entre las concentraciones de
plomo remanentes, lo que indica una eficacia comparable entre las especies. Se
concluye que ambas microalgas tienen el potencial de reducir significativamente la
contaminacion por plomo en agua, siendo herramientas prometedoras para la
bioremediacion de ambientes acuaticos contaminados con metales pesados.

Palabras clave: biorremediacion, cinética, contaminacion, metales pesados.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the lead removal capacity in artificially contaminated water
using immobilized microalgae (Chlorella sp. and Nannochloropsis sp.). Experiments
were conducted in vitro under controlled laboratory conditions. The methodology
involved characterizing the growth of the microalgae in specific media, measuring lead
removal through atomic absorption spectrophotometry, and performing statistical
analyses to compare their effectiveness. Results showed that Nannochloropsis sp.
achieved a lead removal rate of 67.98%, while Chlorella sp. reached 53.76%. The
combined use of both species resulted in a removal efficiency of 75.00%, suggesting a
synergistic effect. However, statistical tests (ANOVA and Kruskal-Wallis) did not reveal
significant differences between the residual lead concentrations, indicating similar
efficacy among the species. In conclusion, both microalgae demonstrate promising
potential to significantly reduce lead contamination in water, making them valuable
tools for bioremediation of heavy metal-polluted aquatic environments

Keywords: bioremediation, kinetics, contamination, metals



INDICE GENERAL

1. INTRODUGCCION ..ottt ettt sttt sttt e et se e ese e s e eenenees 1
1.1 Antecedentes del Problema ..........ooovviiiiiii e 1
1.2 Planteamiento y formulacion del problema ..., 3
1.2.1 Planteamiento del problema .............uuuiiiiiiiiiiiii 3
1.2.2Formulacion del problema ............oooiiiiiiiii e 3
1.3 Justificacion de 1a INVeSHGaCION .........coovieeieiiie e 4
1.4 Delimitacion de [a INVESHIGACION ...........uiiiii e 4
1.5 ODJELIVO GENETAL ... 4
1.6 ODJetiVOS ESPECITICOS ...uvveiiiiiieiiiiiiiteeie et e e 5
L 11 010 (5 5
2. MARCO TEORICO ..ottt ettt eae e eaeete e 6
P20 R S = Vo (o I o [ = Vg (S 6
2.2 BASES TEONCAS ..ccceeeee e e oo 10
2.2.1 Condiciones para el crecimiento la biomasa microalgal ....................ccovvvvvnnnnnn. 10

2.2.1.1. ENSAYOS CINELICOS .....cceeeiiiiiiiiiii e e eeeeeeee e e e e e e e e e e e 10

2.2.1.2. Medio de cultivo para miCroalgas..........cccccevevriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee 10
2.2.2BIOrremMEdIACION .......cce e 11
2.2.3MICIOBIGAS ....vvuiieee et e e e e e e e e e e e e e e e e e a 12

2.2.3.1. ChIOrella SP. ..ccvveeeiii e 12

2.2.3.2. NaNNOCNhIOIOPSIS SP...civiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeee e 13
2.2.4Métodos para la deteccion de PlomO .........couueiiiiiiiiee e 14

2.2.4.1. Metales PESAUOS........ccoiiiiiiici e 14

2.2.4.2. PlOMO oottt 14

2.2.4.3. Contaminacion por metales pesadosS...........cceevvvvviiiiiiiieeeeeeeeeiiinn, 14

2.2.4.4. Espectrofotometria de absorcion atOmica............ceevvvvvevieieiiiieiieennn. 15
Y 1Y/ oo L= [ L =T = Lo LS 1o o 15
2.3 MArCO leQal .....oeeeieee e 16
2.3.1 Constitucion de la Republica del Ecuador (2008) .........cccovvvvvvviiiiiieeeeeeeeeiiiinnn, 16

2.3.2Ley Organica de Recursos Hidricos Usos y Aprovechamiento del Agua (2014)
16



2.3.3Caodigo Organico del Ambiente (2017).....cccoeeeeeeeeeieeeee e 16
2.3. 4 Acuerdo MINISterial DO7-A ......ccoo e e e 17
3. MATERIALES Y METODOS.......ciiieieieeeieeete ettt ettt 20
3.1 Enfoque de 1a iNVESHIGaCION ..........ooeiiiiiiiiiie e 20
3.1.1TiPO A€ INVESLIGACION ....eeeiiieiiiiiiiiiiiee ettt e e e e e e e e e e e e s 20
3.1.2Disef0 de INVESHGACION ......cceiiiiiiiiiieiee ettt e e e 20
G \Y 1= (o To (0] (o o | - NP 20
B2 L VANADIES ... 20
3.2.1.1. Variables iNndependientes. ...........uuuuuuriiimmmmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieneeeeeeenaeaes 20
3.2.1.2. Variable dependiente. ..............uuuuuuuirimmimiiiiiiiiiiiiiiiiiei s 21
3.2 2 TrAAMIENTOS .o 21
3.2.3DisSefi0 eXPEriMENTAl .........uuiiiieieeiieee e ———— 21
3.2.4Rec0leCcCiOn de datOS........ccoeeeiee e 22
T I = (=T o U] €0 1 U PPT 22
3.2.4.2. MEtOdOS Y tECNICAS. ....ceevvviiiiiii e 22
3.2.5ANAlISIS €STAUISTICO .cceeeeeeeeeeee e 26
3.2.5.1. AnNAlisis ShapirO-WIilK ...........cccoeeiiiiiiiiiiiiieee e 27
3.2.5.2. ANALISIS ANOVAL. ...oeeeieeeeieieeit e aaseesnsasssansnnnnnnes 27
3.2.5.3. KrusKal WAIlIS ..........uuuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiiineieeneenenenneenenennnnnne 27
4, RESULTADOS. ... oottt ettt e et e e e e e e e e e st e e e e e e e e s s nnnaaneeaeeaens 29

4.1 Caracterizacion de las condiciones 6ptimas para el crecimiento de microalgas a
nivel de laboratorio mediante ensayos de cinética de crecimiento...............ccccccce..... 29
4.2 Determinacion de la capacidad de remocion de Plomo de las dos microalgas
inmovilizadas a través de analisis de espectrofotometria de absorciéon atémica....... 32

4.3 Comparacion de la eficacia que tuvieron las dos microalgas Chlorella sp. y

Nannochloropsis sp. en la remocion de Plomo mediante analisis estadisticos......... 35
4.3.1Test de Shapiro WilK ... 35
4.3.2ANOVA Y Kruskal-WalliS...........oiiiiiiiiiceie e 36
5. DISCUSION ...ttt a et ee et ee s 38
6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES. ... 41

0.1 CONCIUSIONES ..ovie ittt ettt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e renees 41



Xi

0.2 RECOMEBNUACIONES ... e e e 42
BIBLIOGRAFIA ..ottt ettt e e e e e e e e e e e e e e e eraea e 43
AN X O S .o e 51

APENDICES ..o e e ettt e e e e et e e et e e e e e e e e e e aar— e 56



Xii

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Taxonomia de ChIorella SP.........ooeiiiieiiiieicc e 13
Tabla 2. Taxonomia de NannoChlOrOPSIS SP. ..ccvveeeiiiiiiiiiiiiiiie e 13
Tabla 3. Tratamiento dependiendo los factores especificados...........ccccccvvvvevereeeennenn. 21
Tabla 4. Prueba de normalidad Shapiro WilK ............cccooiiiiiiiiiiiiii e 35
Tabla 5. Anova de MICI0AIGAS .........cceuuuiuiiiie e e e 36

Tabla 6. Test de KruSKal-WallIS..........oou oo 36



Xiii

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Periodo de crecimiento y desviacion estandar de las dos cepas de microalgas

o= [0 18 ] = [ P 29
Figura 2. Periodo de crecimiento y desviacion estandar de las dos cepas de microalgas
DO PH 7 e 31
Figura 3. Periodo de crecimiento y desviacion estandar de las dos cepas de microalgas
0T [0 1 ] = | P 32
Figura 4. Concentraciones de Pb en aguas post-analisiS............ccccvvvvvviiiiiieeeennnnns 33
Figura 5. Promedio del porcentaje de remocion de Pbh...........ccccccoiiiiiiiiiiiinns 34
Figura 6. Comparacion de eficacia en remocion de Ph..........ccccocoiiiiiiiiiiiiininennnnns 35

Figura 7. Diagrama de cajas de los analisis ANOVA Y Kruskal-Wallis..................... 37



Xiv

INDICE DE ANEXOS
Anexo N° 1: Registro fotografico del uso de laboratorio..........ccccevvvevveviiiiiiiiiiinennnnn, 51

Anexo N° 2: Certificado de pasantias...........ccuueeeiiiieeiiiiiiiiiieeee e 54
Anexo N° 3: Guia de remision de CENAIM por donacion de microalgas .................. 55



INDICE DE APENDICES

Apéndice N° 1: Cinética de crecimiento de Chlorella sp............

Apéndice N° 2: Cinética de crecimiento de Nannochloropsis sp

Apéndice N° 3: Tabla de concentracion de Pb y porcentaje de remocion ...............

XV



1. INTRODUCCION
1.1 Antecedentes del problema

En la actualidad uno de los principales problemas ambientales es la
contaminacion de fuentes hidricas por metales pesados, esto debido a la alta toxicidad
que presentan en los mares, rios y lagos. Los cuales son liberados normalmente en
ambientes acuaticos, asi como a los suelos, causado por las diversas actividades
antropogénicas y presenta una seria amenaza para las plantas, animales e incluso los
humanos debido a su persistencia, bioacumulacion, propiedad no biodegradable y su
toxicidad incluso a bajas concentraciones (Pabon et al., 2020).

Siendo esto uno de los problemas mas serios y emergentes en la mayoria de
los paises en desarrollo, por la rdpida industrializacion y agricultura intensiva que han
generado un aumento en la cantidad de efluentes que se eliminan en cuerpos de agua
naturales, dichos efluentes constituyen una de las principales fuentes de toxicidad
ambiental, que pone en peligro la biota acuética y deteriora la calidad del agua
(Hussain et al., 2017).

La contaminacién de las fuentes hidricas en Ecuador mayormente se dan por
las actividades petroleras en la Amazonia, por hidroeléctricas y represas que desvian
el cauce de los rios, también la disposicion de residuos sélidos y agroquimicos,
principalmente por la extraccién de recursos naturales renovables y no renovables,
debido a ello, las fuentes hidricas de la Amazonia se ven afectadas por la explotacién
indiscriminada de la mineria y las industrias las cuales ponen en riesgo a las
microcuencas Yy los ecosistemas (Cevallos y Parrado, 2018).

Segun Méndez (2022) menciona en su estudio respecto a la evaluacion de la
contaminacion por metales pesados del rio Cuchipampa, Morona Santiago que existe
contaminacion por metales pesados en uno de sus puntos de monitoreo, dénde el
metal que presento valores mas elevados fue el plomo con valores de 0.004 hasta
0.0046 mgl/l, la cual puede ser a causa de la presencia de mineria ilegal y también la
falta de tratamiento en las aguas residuales de esa localidad, lo cual demuestra el
impacto que generan las actividades antropogénicas.

La biorremediacion de aguas residuales a través del uso de microalgas se

conoce como fitorremediacion y se emplea principalmente para el tratamiento de



aguas contaminadas debido a su capacidad para eliminar compuestos como el
nitrégeno en forma de amonio (NH4) y el fésforo en forma de fosfato (PO4%). Estos
nutrientes son asimilados por las microalgas y transformados en biomasa, proteinas y
componentes esenciales para la sintesis de acidos nucleicos (Gutiérrez, 2021).

Ademas, las microalgas pueden reducir contaminantes organicos presentes en
el agua, debido a que utilizan estos compuestos como fuente de carbono para su
desarrollo (Carchi y Guanga, 2024). Una de sus principales ventajas es que, al ser
organismos autotrofos, presentan menores requerimientos nutricionales y, en
comparacion con otros microorganismos como bacterias u hongos, generan una mayor
produccion de biomasa (Flérez, 2024). Asimismo, tras su uso en el proceso de
tratamiento de aguas residuales, estas microalgas pueden ser reutilizadas como
biofertilizantes.

El estudio de Pernia et al. (2018) indicaron que la determinacion de cadmio y
plomo en agua, sedimento y organismos bioindicadores en el Estero Salado dicen que
existe evidencias de contaminaciéon por metales pesados en el Estero Salado
indicando que los valores de Cd y Pb en agua estan por encima de los limites
permisibles, en uno de sus puntos, Pb muestra valores de 9.277 mg-kg*,14.10 mg-kg
!, lo cual se puede dar debido a la gran cantidad de empresas que estan alrededor del
estero las cuales desfogan sus aguas servidas sin previo tratamiento.

En Ecuador, se ha empleado la microalga Chlorella sp. para evaluar su
eficiencia en la remocién de contaminantes como mercurio, sulfatos, fosfatos y nitratos
presentes en aguas residuales provenientes de la actividad minera, a través de un
proceso de ficorremediacién (Vela y otros, 2019).

Asimismo, se han desarrollado estudios sobre la obtencion de biomasa a partir
de microalgas, con el propésito de producir alimentos y suplementos nutricionales,
debido a su alto contenido de nutrientes (Ramirez, 2022). Ademas, se ha investigado
su aplicacion en la produccion de antioxidantes, ya que estas microalgas poseen la
capacidad de sintetizar compuestos bioactivos, resultado de estrategias bioquimicas y
moleculares que han desarrollado para adaptarse a condiciones de estrés ambiental
(Holguin-Rosero,2019).



1.2 Planteamiento y formulacion del problema
1.2.1 Planteamiento del problema

Los metales pesados son un tipo de contaminante que puede ser muy dafino
para el medio ambiente y la salud humana. Cuando se introducen en fuentes hidricas
como rios, lagos y acuiferos, pueden contaminar el agua y hacerla peligrosa para el
consumo humano y animal, su impacto en la contaminacion de las fuentes hidricas es
la necesidad de reducir su liberacion en el medio ambiente (Becerra, 2020).

El plomo es un metal pesado que se encuentra de forma natural en la corteza
terrestre y ha sido distribuido en el ambiente, debido a fuentes fijas 0 moviles
contaminantes antropogénica o naturales. Se puede encontrar plomo en el agua de
rios, lagos y océanos. Se atribuyen como fuentes de contaminacion la pintura de
paredes con compuestos de plomo, al igual que la pintura de juguetes y el uso de
vasijas, utensilios de cocina de ceramica vidriada, hasta en el agua para consumo
humano y en los alimentos e inclusive hasta en la leche materna (Rodriguez et al.,
2016).

En el agua de mar, por ejemplo, se han encontrado concentraciones de plomo
entre 0.003 y 0.20 mg/L, por lo que los peces y otros organismos que habitan en ellas
incorporan el metal disponible y lo introducen en la cadena trofica. Diversos estudios
han evidenciado una correlacion significativa entre las concentraciones de plomo
presentes en el agua de rio y los niveles de este metal detectados en los tejidos
blandos de moluscos y peces (Rubio et al., 2004).

Se entiende que la contaminacion de plomo en el agua es un grave problema
gue puede generar varios impactos en el ambiente, dado que es un metal muy toxico
gue al ser liberado al agua a través de distintas fuentes sea la industria, la mineria,
transporte y también por la mala disposicion de los residuos, teniendo en cuenta que
la exposicion prolongada al plomo puede afectar de manera negativa la salud de las
personas y es por eso que es importante tomar medidas para limitar la liberacion de
plomo en el medio ambiente.

1.2.2 Formulacion del problema
¢, Cual sera el porcentaje de remocion de Plomo al utilizar microalgas (Chlorella

sp. y Nannochloropsis sp.) como tratamiento de aguas?



1.3 Justificacion de lainvestigacion

Debido a la actividad industrial y el aumento de la poblacion de la cual sus aguas
residuales estan contaminadas por una gran cantidad de metales pesados los cuales
son nocivos para la salud de los humanos, es aqui donde se necesita huevas técnicas
eficientes para el tratamiento de aguas contaminadas, siendo asi la biorremediacion
una alternativa muy eficaz que suplementaria los tratamientos normalmente usados.

Los métodos convencionales que se basan en la eliminacion fisica o quimica
de los contaminantes del agua a menudo implican el uso de productos quimicos y
procesos mecanicos para aislar y eliminar los metales pesados, lo cual puede ser muy
costoso y adicionalmente generar residuos peligrosos, en cambio, la biorremediacion
utiliza microorganismos naturales para eliminar los metales pesados del agua, los
cuales son capaces de transformar, degradar o inmovilizar metales pesados que estan
presentes en el agua, resultando un método eficiente en la eliminacién de los
contaminantes sin producir residuos.

La utilizacion de microalgas en la remocién de metales pesados actualmente se
considera un sistema de tratamiento muy eficaz, no generan residuos toxicos, no
necesitan de materia organica agregada y muy poco complejo su cultivo, debido a que
poseen una capacidad fitorremediadora lo cual es la eliminacion o biotransformacion
de algan contaminante en ambientes acuaticos (Hernandez y Labbé, 2014).

1.4 Delimitaciéon de la investigacion

e Espacio: Se prepararan las muestras por medio de un estandar de
concentracion de Plomo en el laboratorio de microbiologia de la Universidad
Agraria del Ecuador.

e Tiempo: El desarrollo de la investigacion se llevard a cabo en siete meses.

e Poblacion: La propuesta de investigacion estad dirigida a los 3 644 891
habitantes de la Ciudad de Guayaquil (Instituto Nacional de Estadistica y Censos
[INEC], 2017).

1.5 Objetivo general
Evaluar la capacidad de remocion de Plomo en agua contaminada

artificialmente, con dos especies de microalgas inmovilizadas (Chlorella sp.,



Nannochloropsis sp.) por medio de ensayo in vitro a nivel de laboratorio para la
comparacion de la eficacia de remocion.
16 Objetivos especificos
e Caracterizar las condiciones para el éptimo crecimiento de las microalgas a
nivel de laboratorio, mediante ensayos de cinética de crecimiento.
e Determinar la capacidad de remociéon de Plomo de las dos microalgas
inmovilizadas a través de analisis de espectrofotometria de absorcién atomica.
e Comparar la eficacia que tuvieron las dos microalgas Chlorella sp. y
Nannochloropsis sp. en la remocion de Plomo mediante analisis estadisticos.
1.7 HipoGtesis
Las microalgas inmovilizadas (Chlorella sp., Nannochloropsis sp.) tendran la

capacidad de reducir las concentraciones de Plomo en agua hasta un 50% en 15 dias.



2. MARCO TEORICO
2.1 Estado del arte

Arias (2017) en su estudio que trata sobre el analisis de remocidén de cromo por
accion de la microalga Chlorella sp inmovilizada en perlas de alginato demuestra que
la aplicacion de microalgas disminuy6 la concentracion en el medio ambiente, el
analisis del proceso de adsorcion se realizé sometiendo perlas de alginato de calcio
sin Chlorella sp como tratamiento control; y perlas de alginato de calcio con Chlorella
sp (25X108)en una solucién de dicromato de potasio con aireacién durante 80 minutos
con tres concentraciones diferentes (mg/l): 0, 10, 50 y 100, y estableciendo un disefio
de bloques completos al azar con tres repeticiones, de los cuales se obtuvo muestras
de una solucion acuosa cada 10 min mismas que fueron medidas en el
espectrofotometro de absorcion atomica de aspiracion directa usando flama de aire-
acetileno con ldmpara de cromo, dando como resultado que el tratamiento de perlas
de alginato con Chlorella sp tuvo una remocion del 61% con una concentracion inicial
de 10 ppm de Cromo.

Serrano (2022) en su trabajo de investigacion sobre la capacidad de remocién
de metales pesados por parte de microalga Chlorella sp y Scirpus californicus para su
uso en humedales artificiales dice que a especie Chlorella sp. la cual fue sometida a
crecimiento celular hasta una concentracion de 6.24x10° cel/ml; posteriormente fue
inmovilizada en perlas de alginato de sodio, para usarla en los ensayos de remocion
de cadmio a concentraciones de 2 ppm, 5 ppm y 10 ppm, siendo asi que de Chlorella
sp. se obtuvieron valores de remocion significativos removiendo mas del 70% del metal
pesado en las tres concentraciones usadas en los ensayos.

Fernandez (2023) realizé una investigacion sobre la eficiencia de Chlorella sp
en remocion de arsénico (As) en una matriz de agua destilada determinando que
Chlorella sp., fue eficiente para eliminar el arsénico y es un buen bioadsorbente de
metaloides por contener microvellosidades en su superficie constituidas de proteinas,
carbohidratos, lipidos y almidones que son afines a los metales pesados como el

arsénico y otros contaminantes disueltos presentes en el agua.



El estudio de Bartra (2019) se centré en el uso de Chlorella Vulgaris en la
remocion de Arsénico en aguas superficiales del rio Uchusuma, Tacna- Pert donde se
utilizd una serie de tratamientos en matraces de 500 ml con cultivos de 5ml de
microalga y con concentraciones de arsénico de 20, 40, 60, 80 y 100%
respectivamente, los mismos que complementaron la composicion con el nutriente
(Bayfoland), la evaluacion de la densidad celular y crecimiento de la microalga
Chlorella vulgaris se realizO mediante la camara de Neubauer de 0.1 mm de
profundidad y para medir el nivel del arsénico se utilizo el test kit de HACH. Donde se
tuvo como un valor inicial de 0.119mg/l de As Total y después teniendo el porcentaje
de remocion mayor a 60%.

Saavedra (2020) sostiene en estudio titulado Biorremediacion de aguas con
metales pesados mediante biomasa microalgal se demuestra la efectividad de cuatro
tipos de microalgas para la depuracion de As, B, Cu, Mn, y Zn se toma como base la
composicion en metales pesados del rio Loa, en la region de Antofagasta, debido a la
importante problematica que conlleva esta contaminacion, en una zona con muy
importante escasez de agua. Se estudié el efecto de los principales factores de
operacion que afectan el proceso de biorremediacion microalgal frente a la presencia
de MP, empleando biomasa viva e inactiva y comparando las capacidades de
biosorcion tanto en disoluciones monometalicas como multimetalicas. Para ello, se
evaluo el efecto de factores como pH (5.5. — 7.0 — 9.5) y tiempo de contacto (10 — 180
min) tanto en la cinética como en las isotermas de equilibrio. Estos estudios también
fueron complementados con estudios de caracterizacion. Las pruebas lograron
demostrar altas tasas de eliminacién, destacandose los procesos frente a Cu, (88%,
Chlorophyceae sp., pH 7.0, 10 min), Mn (99.4%, C. vulgaris, pH 7,0, 180 min) y Zn
(91.9%, Chlorophyceae sp., pH 5.5, 180 min).

Adenigba et al. (2020) en su investigacion sobre la evaluacion de nanoparticulas
a base de microalgas en la adsorcion de metales pesados en aguas residuales indica
que utilizaron la plata (AgNPs) y nanoparticulas de oro (AuNPSs) se sintetizaron a
Nannochloropsis sp y Chlorella vulgaris para la absorcion de plomo y zinc de efluentes
farmaceéuticos, lo cual se determind la concentracion de zinc y plomo mediante

espectrofotometro de absorcién atomica. Las AgNPs de Nannochloropsis sp (NN-



AgNPs) y C. vulgaris (CV-AgNPs) presentaron porcentajes de reduccion del 70.35 %
y 74.62% respectivamente para el zinc. respectivamente para el zinc. También, las
nanoparticulas de oro de Nannochloropsis sp (NN-AuNPs) y C. vulgaris (CV-AuNPS)
tuvieron un porcentaje de reduccion del 60.32% y 66.83% respectivamente para el
zinc. Las CV-AgNPs (66.10%), NN-AgNPs (68.86%), CVAUNPs (57.41%) y NN-AuNPs
(66.53%) redujeron la concentracion de plomo, demostrando una efectividad en la
remocion de metales pesados.

Quispe (2018) en su estudio sobre la biosorcion de plomo en aguas
contaminadas del rio Rimac utilizando la microalga Chlorella Vulgaris indica que se
cultivaron las microalgas en biorreactores de plastico con fotoperiodos de 16:8h luz y
oscuridad respectivamente, aireacion constante, intensidad luminica de 800 lumenes
y a una temperatura ambiente, se usaron tres diferentes dosis de Chlorella Vulgaris
para la muestra del rio Rimac contaminada con 0.58 mg/l de plomo en donde los
biorreactores de plastico tuvieron una dosificacion de 10%, 20% y 30% de Chlorella
vulgaris, a las mismas condiciones del cultivo de microalgas durante dos dias, teniendo
como resultados que la microalga utilizada en el estudio removié de manera positiva
el metal pesado del rio Rimac en un porcentaje del 92.97% en la dosis de 20%.

Vitola et al. (2021) en su investigacion sobre la utilizacion de microalgas como
alternativas para la remocion de metales pesados utilizando las microalgas
Scenedesmus obliquus y Chlorella vulgaris en la biosorcion de los metales Hg, Cd y
Pb, donde sus resultados indican una diferencia significativa en la biosorcién de
metales pesados, donde Chlorella vulgaris tuvo la mayor biosorcion con 94.77 + 1.63%
para Cd, 92.45 + 3.95% de Pby 81.78 + 1.36% de Hg, por otro lado Scenedesmus
obliquus removi6 90.08 + 2.69% de Cd, 86.17 + 1.78 % de Pby 80.2 + 5.49% de Hg,
lo que demuestra que la aplicacion de las microalgas para la biosorciébn de metales
pesados si es una buena alternativa de biorremediacion.

Condor (2020) en su trabajo de investigacion sobre la biorremediacion de Plomo
en soluciones acuosas mediadas por microalgas Spirogyra sp., Scenedesmus sp y
Chlorella sp, a nivel de laboratorio muestra que se evaluo el tiempo de resistenciay la
biorremocion de microalgas, donde se usaron distintas concentraciones de 10, 50, 100
y 200 mg/I de plomo, en fotobiorreactores de columnas con volumen de trabajo de 570



ml, evaluando el crecimiento de cada tres dias durante 15 dias mediante el recuento
en la cAmara Newbauer, donde demostré una eficiencia de remocion de 94.72% a los
diez dias, demostrando ser un método eficiente para la biorremediacion de aguas
contaminadas con metales.

Segun Leiva (2020) en su trabajo de investigacion menciona que se desarrolld
con el objetivo de remover iones de plomo mediante biomasa de la microalga Chlorella
Vulgaris deshidratada, donde utilizaron el medio de cultivo Bay Folan a concentracion
1 ml/l, a fotoperiodo de 12 horas e inyeccion de oxigeno durante el horario diurno a
temperatura ambiente, se realizaron ensayos colocando en contacto 1.5,2 y 2.5 mg/I
de biomasa seca de Chlorella Vulgaris con soluciones de plomo a concentraciones de
22.46 y 70 mg/l y ajustando el pH a 3.5 y 7 durante 20 minutos, teniendo como
resultado que la biomasa deshidratada de Chlorella vulgaris presentd una eficiencia
entre un 27.6% y 97.2% de bioabsorcibn de plomo, indicando que es un
microorganismo muy eficiente para la remocién de plomo en agua.

Tantte (2018) en su estudio que tiene como objetivo evaluar la capacidad de
depurar el nitrégeno, fésforo y plomo de aguas residuales domésticas mediante
aplicacion de la microalga Chlorella Vulgaris Beyerinck , replicando la cepa de la
microalga haciendo conteos diarios mediante la camara de Neubauner hasta llegar a
una concentracion de 1.4x107 cel/ml, para posteriormente inmovilizarla en alginato de
sodio, emplearon fotobiorreactores de luz interna con aireacion constante, donde la
capacidad de remocién se evalué durante 30 dias, el experimento conté con 15
unidades experimentales para un control y cuatro tratamientos con distintas
concentraciones de nutrientes y plomo, dando como resultado que el tratamiento dos
fue el que tuvo el mayor porcentaje de remocion de fosforo y plomo, con un 66 y 75%,
teniendo en cuenta que el mayor porcentaje se dio entre la primera y segunda semana.

Chienda y Espiritu (2020) en su estudio sobre la remocion de cromo
hexavalente en aguas residuales de la industria curtiembre, utilizando microalga
Scenedesmus sp. nos dice que se realizo un cultivo cerrado de un fotoperiodo de 8/16
horas luz y oscuridad, conectado a una bomba de aire por 24 horas, una iluminacion
de 50 W y temperatura ambiente, con la finalidad de obtener una gran cantidad para

dicho experimento, se realiz0 en tres grupos de nueve con tres dosis diferentes de
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Scenedesmus sp. (10,30 y 50 ml), realizandose los andlisis a los 7.14 y 21 dias,
teniendo como resultado que el tratamiento con una dosis de 50 ml de microalga en
un tiempo de cultivo de 21 dias fue el que demostré una gran eficiencia al remover
Cromo hexavalente en un 60.8%, determinando a esta como una alternativa viable
para reducir la presencia del metal pesado.

Naula y Zufiga (2021) demuestran en su trabajo sobre el uso de la microalga
Chlorella coinmovilizada en alginato de sodio manifiestan que la especie de alga
Chlorella es una solucion viable para el tratamiento de aguas contaminadas con
metales pesados, porque se obtuvo un porcentaje de remocién de 70% y 97% en las
diferentes pruebas sintéticas, por otro lado, los ensayos con aguas industriales los
porcentajes de remocion oscilan entre 30% y 85%.

Cedefio y Guillen (2022) en su trabajo de investigacion donde evallan la
biosorcién del cadmio con Padina pavonica y Acanthophora specifera, donde se
utilizaron tres tratamientos y tres repeticiones, las concentraciones de cadmio y los
pardmetros fisicos como la temperatura y el pH fueron tomados en cuenta antes y
después del tratamiento. Teniendo en cuenta que el lugar de estudio esta expuesto a
actividades antropogénicas como la actividad agricola y también las descargas de
aguas residuales. Dando como resultado que el tratamiento con mas eficiencia en la

remocién de metales pesados fue el T2, el cual removio el 90% del cadmio.

2.2 Bases teoricas
2.2.1 Condiciones para el crecimiento la biomasa microalgal

2.2.1.1. Ensayos cinéticos

Los ensayos cinéticos implican una opcion experimental simple, que es
requerida, asi como son importantes los reactivos en su implementacion, y pueden ser
de facil acceso en algunos laboratorios, de esta forma, el control de los diversos
parametros asociados al sistema es muy riguroso, y asi se evita en mayormente los
problemas y errores que se asocian a los procedimientos manuales (Obeid et al.,
2018).

2.2.1.2. Medio de cultivo para microalgas

Los medios de cultivo son soluciones acuosas las cuales contienen los

nutrientes necesarios para el éptimo crecimiento de las microalgas, las cuales estan
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compuestas por vitaminas, sales inorganicas, aminoacidos y demas nutrientes
organicos, teniendo en cuenta también el pH, la temperatura, CO2 y la intensidad de
la luz. Estos componentes influyen en la productividad y calidad de la biomasa. Existen
cultivos que se realizan en sistemas abiertos o cerrados. Se clasifican como autétrofas,
heterotrofas y mixotréficas (Condor, 2020).

2.2.1.2.1. Luz.

La luz es un parametro principal que se considera en un cultivo, en casos donde
la ausencia de nutrientes, la fotosintesis se incrementa con el aumento de la luz, para
alcanzar una tasa de crecimiento especifica para cada especie en su punto de
saturacion por luz (Hernandez y Labbé, 2014).

2.2.1.2.2. pHy CO..

El pH se ve afectado por distintos factores como la respiracion, productividad
algal, alcalinidad y la productividad, el valor del pH de los medios de cultivo puede ser
bésico usualmente, en cambio, en monocultivos sin control puede llegar a tener valores
de 11, teniendo en cuenta que el valor normal del pH no puede superar los 9. Se puede
controlar con un sistema automatizado de inyeccién de CO2, o también &cido
(Dominguez et al., 2020).

2.2.1.2.3. Temperatura.

Es otro de los parametros importantes para el crecimiento de las microalgas,
debido a que la biomasa microalgal responde de manera continua a la temperatura
ambiental, aqui la temperatura celular debe ser igual a la temperatura del medio de
cultivo, asi mismo interactta con la disponibilidad de nutrientes, porque a una éptima
temperatura se da el crecimiento de la biomasa microalgal (Abalde et al., 1995).

2.2.2 Biorremediacion

La biorremediacion es una técnica que emplea microorganismos, como
bacterias, hongos y algas, o incluso enzimas, para descomponer y eliminar
contaminantes derivados del petrdleo, asi como otras sustancias nocivas presentes en
el suelo, el aire o el agua. Su principal es fomentar la actividad de estos
microorganismos mediante el suministro de nutrientes y compuestos quimicos que

facilitan la degradacion de los contaminantes (Cota et al., 2019).
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En este procedimiento, las enzimas producidas por microorganismos participan
activamente en la transformacién o procesamiento de los contaminantes. La eficacia
del proceso estéa influenciada por diversos factores, como la cantidad y toxicidad de
los contaminantes, su facilidad para ser degradados y la capacidad disponible para
supervisar y controlar el desarrollo del proceso de biorremediacién (Rodriguez et al.,
2022).

En la biorremediacion se han empleado otros microorganismos aparte de las
bacterias, como son los hongos, algas y cianobacterias las cuales ayudan a la
degradacion de los compuestos téxicos que pueden existir en el suelo o agua, teniendo
en cuenta la capacidad metabdlica del microorganismo para degradar el contaminante
(Montenegro et al., 2019).

2.2.3 Microalgas

Las microalgas son organismos fotosintéticos que se encuentran de manera
natural con una amplia diversidad de taxonomias, a estas se las puede utilizar en
diversos procesos industriales que comprenden desde la produccion de
biocombustibles hasta el aporte de insumos para la industria farmacéutica, una de las
mas eficientes aplicaciones de estas microalgas el para el tratamiento de aguas
contaminadas en etapas del proceso de purificacion (Mufiiz, 2019).

Al ser microorganismos unicelulares fotosintéticos estos pueden desarrollarse
en cuerpos de agua dulce o salado ya que tienen una morfologia que puede tener un
diametro de 3-10 um, llegan a resistir las condiciones ambientales en sus niveles mas
altos como presion osmoética, salinidad, radiacion UV y también, la temperatura. Estos
microorganismos no so6lo se encuentran en los ecosistemas acuaticos, sino también
en muchos de los ecosistemas del planeta y es por eso que se pueden encontrar una
diversa cantidad de especies, que habitan en una extensa escala de condiciones
ambientales (Zehr et al. 2008).

2.2.3.1. Chlorella sp.

Es una microalga que posee una estructura esférica y se extiende por el mundo,
es una de las mas estudiadas, debido a que garantiza el control excepcional por
remover contaminantes como residuos de pesticidas, metales pesados y demas, tiene

una tasa de crecimiento alta en circunstancias heterétrofas y autotrofas, llegan a
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formar colonias que pueden tener 64 células, en su pared celular tiene una mezcla
compuesta de glucosamina, proteinas y azucares, ademas, pueden acumular una
cantidad manga de metales como lo son Cr, Cu, Pb, Hg, Zn, Fe (Maldonado, 2019).
Tabla 1.

Taxonomia de Chlorella sp

Reino: Portista (Primoplantae)
Division: Chlorophyta

Clase: Trebouxiophyceae
Orden: Chlorellales
Familia: Chlorellaceae
Género: Chlorella

Fuente: Maldonado, 2019 Elaborado por: La Autora, 2025

2.2.3.2. Nannochloropsis sp.

Es una microalga marina de color verde, se caracteriza por ser unicelular sésil,
no contiene flagelos, posee una alta eficiencia fotosintética, ademas de que puede
convertir el CO2 en lipidos de almacenamiento como triacilgliceroles, contiene una
morfologia simple, donde su pared celular se constituye por polisacéridos. Su
estructura bioquimica puede variar dependiendo de la intensidad de luz, salinidad, y
sus nutrientes (Mora, 2022).

Tabla 2.

Taxonomia de Nannochloropsis sp

Reino: Chromista
Division: Ochrophyta

Clase: Eustigmatophyceae
Orden: Eustigmatales
Familia: Monodopsidaceae
Género: Nannochloropsis

Fuente: Mora, 2022 Elaborado por: La Autora, 2025
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2.2.4 Métodos para la deteccion de plomo

2.2.4.1. Metales pesados

Los metales pesados son un grupo de elementos que tienen propiedades
metalicas, donde se incluyen semimetales, metales de transicion y lantanidos, donde
dependiendo de su densidad especifica se incluyen al grupo donde la densidad es
mayor a 5 g/cm?, estos normalmente son considerados téxicos (Covarrubias y Pefia,
2017).

Siendo estos unos de las principales causantes de la contaminacion de los
ecosistemas, debido a que se generan por las actividades humanas como la mineria,
actividades de tipo industrial y urbana, donde la contaminacién a los cuerpos de agua
esta alrededor de los 200 millones de metros cubicos diarios (Pabon et al., 2021).

2.2.4.2. Plomo

El plomo es un elemento quimico metdlico que se encuentra en la tabla
periddica, con el numero atémico 82, su simbolo es Pb, una de las cosas que destaca
este metal es por su densidad y maleabilidad, también por su bajo punto de fusién,
sabiendo que se lo utiliza para la elaboracién de pinturas, baterias, entre otras cosas
(Rosales y Quevedo, 2019).

El plomo se considera muy téxico debido a que puede acumular y afectar de
manera negativa el cuerpo humano, causando dafio el sistema renal y cardiovascular,
es considerado uno de los diez principales contaminantes, por lo que se lo cataloga
como un metal pesado peligroso para el medio ambiente (Angulo y Beltran, 2022).

2.2.4.3. Contaminacién por metales pesados

La contaminacion por metales pesados es un problema de crecimiento, causado
principalmente por actividades humanas. Las principales fuentes incluyen la mineria,
la industria metallrgica, la agricultura, los vehiculos automotores y, en algunos casos,
aportes naturales en acuiferos especificos (Covarrubias y Pefia, 2017). Estos metales
son persistentes, lo que significa que no pueden ser creados ni eliminados mediante
procesos biolégicos o antropogénicos. Al ingresar en los ecosistemas acuaticos, se
someten a transformaciones a través de procesos biogeoquimicos, distribuyéndose en
diferentes formas con propiedades fisico-quimicas diversas, como material particulado

(>0,45 pm), coloidal (1 nm-0,45 um) y especies disueltas (=1 nm) (Reyes et al., 2016).
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La contaminacion por metales pesados ocurre principalmente a través de la
inhalacion y la ingesta de alimentos. Los efectos toxicos varian segun el tipo de metal,
Su concentracion y, en ciertos casos, la edad de la poblacidén expuesta. Investigaciones
sobre la presencia de metales pesados en alimentos, carne y leche han identificado al
cadmio, el mercurio, el plomo y el arsénico como los elementos de mayor preocupacion
debido a su impacto en la salud ya sus niveles de concentracion, lo que hace
imprescindible su evaluacion y monitoreo constante. (Reyes et al., 2016).

2.2.4.3.1. Contaminacién del agua.

La contaminacion del recurso hidrico es un problema grave que se produce
cuando existe la introduccion desustancias ajenas al agua, los efectos de la
contaminacion pueden llegar a ser devastadores para los dependientes de ella, y asi
también, la contaminacion del agua llega a afectar de manera negativa la calidad del
agua para uso agricola y otros usos de los humanos (Lopez y Herrera, 2016).

2.2.4.4. Espectrofotometria de absorcién atbmica

Es una técnica que sirve para determinar la concentracion de cualquier
elemento metélico encontrado en una muestra, este se basa en la absorcion de luz por
los 4tomos del elemento, la cantidad de luz que es absorbida se correlaciona
directamente en la determinacion del metal. Esta técnica es especifica en elementos
gue presentan una linea de absorcion oOptica en la regidén del espectro en el cual se
realiza la medicion (Palacios et al., 1982).

2.2.5 Modelos estadisticos

Los modelos estadisticos aparte de usarse en ciencias ambientales y
ecoldgicas, también se usan en otras ramas, donde se observa un uso de estos datos
fundamentalmente relacionados con analisis de regresion, los cuales requieren de una
eficaz labor tanto en la organizacion como en el desarrollo de la investigacion cientifica,
generando asi una gran atribucion en la aplicacion de los modelos, teniendo también
el apoyo de muchas tecnologias de informacion y comunicacion (Oliva, 2018).

La estimacion de modelos de relacién que se genera por cada componente se
realiza utilizando herramientas estadisticas como graficos de control, ANOVA las

cuales permiten obtener informacion del proceso con niveles de confianza altos y
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estadisticamente predeterminados, los que aseguran que la informacion esta en un
estado de control (Gras, 2010).

2.3 Marco legal

2.3.1 Constitucion de la Republica del Ecuador (2008)
Capitulo segundo: Biodiversidad y recursos naturales
Seccidn sexta: Agua

Art. 411.- El Estado garantizard la conservacién, recuperacion y manejo integral de
los recursos hidricos, cuencas hidrograficas y caudales ecologicos asociados al ciclo
hidrologico. Se regulara toda actividad que pueda afectar la calidad y cantidad de agua,
y el equilibrio de los ecosistemas, en especial en las fuentes y zonas de recarga de
agua (p.176).

2.3.2 Ley Organica de Recursos Hidricos Usos y Aprovechamiento del Agua

(2014)

Titulo II:

Recursos hidricos, capitulo: definicion, infraestructura y clasificacion de los
recursos hidricos.

Art. 13.- Formas de conservacion y de proteccion de fuentes de agua. Constituyen
formas de conservacion y proteccion de fuentes de agua: las servidumbres de uso
publico, zonas de proteccion hidrica y las zonas de restriccion (p.5)

Capitulo 111

Derechos de la naturaleza

Art. 64.- Conservacion del agua. La naturaleza o Pacha Mama tiene derecho a la
conservacion de las aguas con sus propiedades como soporte esencial para todas las
formas de vida.

b) EI mantenimiento del caudal ecolégico como garantia de preservacion de los
ecosistemas y la biodiversidad

c) La preservacion de la dindmica natural del ciclo integral del agua o ciclo hidrolégico
d) La proteccion de las cuencas hidrograficas y los ecosistemas de toda contaminacion
(p.19).

2.3.3 Codigo Organico del Ambiente (2017)

Libro tercero de la calidad ambiental,

Titulo Il sistema Unico de manejo ambiental.

Capitulo V: Calidad de los componentes abioticos y estado de los componentes
bidticos.

Art. 196.- Tratamiento de aguas residuales urbanas y rurales. Los Gobiernos
Auténomos Descentralizados Municipales deberan contar con la infraestructura
técnica para la instalacion de sistemas de alcantarillado y tratamiento de aguas
residuales urbanas y rurales, de conformidad con la ley y la normativa técnica expedida
para el efecto. Asimismo, deberan fomentar el tratamiento de aguas residuales con
fines de reutilizacion, siempre y cuando estas recuperen los niveles cualitativos y
cuantitativos que exija la autoridad competente y no se afecte la salubridad publica.
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Cuando las aguas residuales no puedan llevarse al sistema de alcantarillado, su
tratamiento deberd hacerse de modo que no perjudique las fuentes receptoras, los
suelos o la vida silvestre. Las obras deberan ser previamente aprobadas a través de
las autorizaciones respectivas emitidas por las autoridades competentes en la materia
(p.54).

Art. 209 De la calidad del agua. - Son las caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas
gue establecen la composicion del agua y la hacen apta para satisfacer la salud, el
bienestar de la poblacion y el equilibrio ecoldgico. La evaluacion y control de la calidad
de agua, se la realizara con procedimientos analiticos, muestreos y monitoreo de
descargas, vertidos y cuerpos receptores; dichos lineamientos se encuentran
detallados en el Anexo I. En cualquier caso, la Autoridad Ambiental Competente, podra
disponer al Sujeto de Control responsable de las descargas y vertidos, que realice
muestreos de sus descargas, asi como del cuerpo de agua receptor. Toda actividad
antropica debera realizar las acciones preventivas necesarias para no alterar y
asegurar la calidad y cantidad de agua de las cuencas hidricas, la alteracion de la
composicién fisicoquimica y biolégica de fuentes de agua por efecto de descargas y
vertidos liquidos o disposicion de desechos en general u otras acciones negativas
sobre sus componentes, conllevara las sanciones que correspondan a cada caso
(p.58).

Art. 210 Prohibicién. - De conformidad con la normativa legal vigente:

a) Se prohibe la utilizacién de agua de cualquier fuente, incluida las subterraneas, con
el proposito de diluir los efluentes liquidos no tratados;

b) Se prohibe la descarga y vertido que sobrepase los limites permisibles o criterios
de calidad correspondientes establecidos en este Libro, en las normas técnicas o
anexos de aplicacion;

c) Se prohibe la descarga y vertidos de aguas servidas o industriales, en quebradas
secas o0 nacimientos de cuerpos hidricos u ojos de agua; vy,

d) Se prohibe la descarga y vertidos de aguas servidas o industriales, sobre cuerpos
hidricos, cuyo caudal minimo anual no esté en capacidad de soportar la descarga; es
decir que, sobrepase la capacidad de carga del cuerpo hidrico.

Art. 211 Tratamiento de aguas residuales urbanas y rurales. - La Autoridad
Ambiental Competente en coordinacion con la Agencia de Regulacion y Control del
Agua, verificara el cumplimiento de las normas técnicas en las descargas provenientes
de los sistemas de tratamiento implementados por los Gobiernos Auténomos
Descentralizados. Las actividades productivas, se sujetardn a lo dispuesto en el
presente Libro y a la normativa técnica que para el efecto emita la Autoridad Ambiental
Nacional. La gestion y el mantenimiento de sistemas de tratamiento de agua deberan
ser monitoreados y evaluados por medio de los mecanismos de control y seguimiento
establecidos en este Libro.

2.3.4 Acuerdo Ministerial 097-A

ANEXO 1 DEL LIBRO VI DEL TEXTO UNIFICADO DE LEGISLACION SECUNDARIA
DEL MINISTERIO DEL AMBIENTE: NORMA DE CALIDAD AMBIENTAL Y DE
DESCARGA DE EFLUENTES AL RECURSO AGUA

NORMA DE CALIDAD AMBIENTAL Y DE DESCARGA DE EFLUENTES: RECURSO
AGUA

5.2.4 Normas generales para descarga de efluentes a cuerpos de agua dulce
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5.2.4.1 Dentro del limite de actuacion, los municipios tendran la facultad de definir las
cargas maximas permisibles a los cuerpos receptores de los sujetos de control, como
resultado del balance de masas para cumplir con los criterios de calidad para defensa
de los usos asignados en condiciones de caudal critico y cargas contaminantes
futuras. Estas cargas maximas seran aprobadas y validadas por la Autoridad
Ambiental Nacional y estaran consignadas en los permisos de descarga.
Si el sujeto de control es un municipio, este podra proponer las cargas maximas
permisibles para sus descargas, las cuales deben estar justificadas técnicamente;
y seran revisadas y aprobadas por la Autoridad Ambiental Nacional.
5.2.4.2 La determinacion de la carga maxima permisible para una descarga
determinada se efectla mediante la siguiente relacion desarrollada a través de un
balance de masa, en el punto de descarga, en cualquier sistema consistente de
unidades:
Qe.Ce=(Qe+Qr )Cc- QrCr En donde:
Ce = concentracion media diaria (del contaminante) maxima permitida en la
descarga (o efluente tratado), para mantener el objetivo de calidad en el tramo
aguas abajo de la descarga, en condiciones futuras.
Cc = concentracién media diaria igual al criterio de calidad para el uso asignado en
el tramo aguas abajo de la descarga.
Cr = concentracion del contaminante en el tramo aguas arriba de la descarga, cuyo
valor debe ser menor que la concentracion que el criterio de calidad
Cc. Qr = caudal critico de cuerpo receptor, generalmente correspondiente a un
periodo de recurrencia de 10 afios y siete dias consecutivos o caudal con una
garantia del 85%, antes de la descarga o caudal ambiental.
Qe = Caudal de la descarga en condiciones futuras (generalmente se considera de
25 afios, periodo que es el utilizado en el disefio de las obras de descontaminacion).
5.2.4.3 Ante la inaplicabilidad para un caso especifico de algun parametro
establecido en la presente norma o ante la ausencia de un paradmetro relevante para
la descarga bajo estudio, la Autoridad Ambiental Nacional debera establecer los
criterios de calidad en el cuerpo receptor para los caudales minimos y cargas
contaminantes futuras. La carga maxima permisible que debera cumplir el sujeto de
control serd determinada mediante balance de masa del parametro en
consideracion. La Entidad Ambiental de Control determinara el método para el
muestreo del cuerpo receptor en el area de afectacion de la descarga, esto incluye
el tiempo y el espacio para la realizacion de la toma de muestras.
5.2.4.4 Para el caso en el cual el criterio de calidad es la concentracion de bacterias,
la correspondiente modelacion bacteriana es de caracter obligatorio, como parte de
un Plan Maestro de Control de la Contaminacion del Agua.
5.2.4.5 En los tramos del cuerpo de agua en donde se asignen usos multiples, las
normas para descargas se estableceran considerando los valores mas restrictivos
de cada uno de los parametros fijados para cada uno.
5.2.4.6 En condiciones especiales de ausencia de estudios del cuerpo receptor, se
utilizaran los valores de la TABLA 9 de limitaciones a las descargas a cuerpos de
agua dulce, con el aval de la Autoridad Ambiental Competente. Las concentraciones
corresponden a valores medios diarios.
5.2.4.7 Los lixiviados generados en los rellenos sanitarios cumpliran con las normas
fijadas considerando el criterio de calidad de acuerdo al uso del cuerpo receptor.
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Adicionalmente, los limites maximos permisibles para descarga de estos lixiviados
a cuerpos de agua, se regirdn conforme a la normativa ambiental emitida para el
efecto.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Enfoque de lainvestigacion
3.1.1 Tipo de investigacion

Para esta investigacion se utilizé dos tipos de investigaciones: experimental y
de laboratorio.

Investigacion de laboratorio: Se clasifica como investigacion de laboratorio ya
gue se desarroll6 en un entorno controlado (Najera y Paredes, 2017), especificamente
en un laboratorio. Este enfoque permitié aplicar un método sistematico para examinar
una hipotesis, con el objetivo de obtener resultados que respalden la viabilidad de los
objetivos planteados.

Investigacion experimental: Este enfoque comprende una serie de actividades
técnicas y metddicas disefiadas para recolectar la informacion y los datos necesarios
sobre el tema de estudio (Galarza, 2021).

En este caso, se llevaron a cabo distintos tratamientos para evaluar la eficacia
de la reduccién de plomo en agua utilizando microalgas (Chlorella sp, Nannochloropsis
sp) través de diversos ensayos con tratamientos especificos.

3.1.2 Disefio de investigacion

El disefio propuesto en esta investigacién se centrd en analizar la eficiencia en
la remocién de plomo por medio de dos cepas de microalgas inmovilizadas (Chlorella
sp y Nannochloropsis sp) en agua. Para ello, se realizaron ensayos in vitro en
condiciones de laboratorio. El disefio experimental incluyé la evaluacion
cinematografica de la reproduccion de biomasa mediante cultivos discontinuos.
Posteriormente, se determinaran las concentraciones de plomo eliminadas mediante
el uso de las microalgas. Finalmente, se analizaron los niveles de remocion logrados
por las distintas cepas utilizando modelos estadisticos.

3.2 Metodologia
3.2.1 Variables

3.2.1.1. Variables independientes.

e Concentracion inicial de plomo (mg-I"!) en agua a través de ensayo in vitro a
nivel de laboratorio.

e Cepa de microalga inmovilizada (cel-mlt). (Chlorella sp).



e Cepa de microalga inmovilizada (cel-mlt). (Nannochloropsis sp).

e pH.
e Salinidad (ppt).
e Solidos suspendidos (mg/l).
e Temperatura
e Tiempo
3.2.1.2. Variable dependiente.
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e Concentracion final de plomo (mg-I't) en agua a través de ensayo in vitro que

son tratadas con las cepas de microalgas (Chlorella sp., Nannochloropsis

sp).
3.2.2 Tratamientos

En la Tabla 3 se presentan los dos tratamientos con cepas de microalgas

(Chlorella sp., Nannochloropsis sp.) para la remocion de plomo en agua, a traves de

ensayo in vitro con cuatro réplicas.
Tabla 3.

Tratamiento dependiendo los factores especificados

Concentracion

Tratamientos Descripcion (Pb/ H0)(mg/N Réplicas  Tiempo
Chlorella sp .

T1 9x106 cel-ml 0.02 mg/I 3 15 dias
Nannochloropsis sp. .

T2 9x106 cel-mlL 0.02 mg/l 3 15 dias

Nannochloropsis
T3 sp/Chlorella sp. 0.02 mg/l 3 15 dias
9x106 cel-mlt
Blanco 1 El 0.02 mg/l 3 15 dias

Elaborado por: La Autora, 2025

3.2.3 Disefio experimental

Se instaurara el disefio experimental DCA, con los dos tratamientos que se

indicaron con anterioridad en la Tabla 3 con la finalidad de homogenizar los datos,

usando la prueba ANOVA al 5% de significancia.
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3.2.4 Recoleccion de datos

El progreso de la investigacion se la realizara con la utilizacion de los siguientes

materiales y recursos.
3.2.4.1. Recursos

Recursos institucionales: Laboratorio Bureau Veritas S.A para el analisis de

muestras.
3.2.4.1.1. Materiales.

Placa Petri de vidrio de 10 cm de diametro

Botellas de vidrio 475 ml

Espatula de mango plastico y lamina de acero inoxidable
Llaves triples de pecera

Manguera transparente de 10 m

Matraz de Erlenmeyer de 2000 ml de capacidad

Probeta de vidrio con capacidad 2000 mi

Balanza analitica con precision de 0.001 g

Matraces 100 y 50 ml

Viales 1 ml

Tapas de matraces

3.2.4.1.2. Equipos.

Autoclave

Incubadora

Microscopio

Bomba de aire

Estufa Corning PC-620D

Espectrofotometro de absorcion atdbmica marca Perkin EImer

3.2.4.2. Métodos y técnicas.

Durante el proceso de investigacion se requirio la recoleccion de informacion y

datos estadisticos necesarios para poder obtener los resultados que demuestren los

objetivos especificos planteados en este proyecto.
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3.2.4.2.1. Caracterizacion de las condiciones para el 6ptimo crecimiento

de las microalgas, mediante ensayos de cinética.

El modelo de crecimiento se desarrollé siguiendo las siguientes directrices:

Preparacion de la muestra: Se contamina artificialmente una muestra de agua
con plomo, manteniendo el control bajo los lineamientos de la normativa AM 097-A.

Material biolégico: Se utilizaron las microalgas Chlorella sp. Y Nannochloropsis
sp. Que se obtuvieron de los laboratorios del Centro Nacional de Acuicultura e
Investigaciones Marinas (CENAIM).

Medio de cultivo: Se utiliz6 como medio base el Guillard F2 sin metasilicato.
Para preparar los medios de cultivo neutros, se empleé agua destilada previamente
fertilizada con soluciones concentradas de nutrientes del medio de cultivo F/2.

El experimento se realizé en botellas de vidrio de 475 ml con 300 ml de medio
de cultivo F/2, partiendo indculo inicial de 2 x 10* cel/ml. El disefio experimental fue
unifactorial completamente aleatorio, con la luz como variable independiente en un
nivel, donde la luz blanca se usaba como control. Cada tratamiento se replicé tres
veces, sumando un total de 12 unidades experimentales. Los cultivos se mantuvieron
bajo condiciones controladas: pH 6, pH 7, pH 8, salinidad de 35 UPS, intensidad
luminica de 60 pmol.m™ s -1, temperatura de 25°C y aireacion constante.

Se tomaron muestras cada 24 horas para determinar el crecimiento mediante
un conteo celular con una camara de Neubauer. Ademas, se realiz0 analisis de sintesis
bioquimica mediante la recoleccién de alicuotas tras 72 horas desde el inicio del
ensayo. Las muestras seleccionadas correspondieron a las fases de crecimiento:
exponencial, estacionaria y de declive, registrando promedios para el analisis final.

Composicion del medio de cultivo Guillard F/2: NaNO3 H20, NaH2POa4. H20,
NazSiOs. 9H20, FeCls, Na2EDTA, CuSOas. 5H20, NazMoOas. 2H20, ZnSO4. 7H20,
CoClz2. 6H20, MnCl2. 4H20 y vitamina B1, HY B12.

Establecimiento de los parametros de crecimiento:

Metales trazas: HsBOs 2.86 g, MnCl2. 4H20 1.81 g, ZnSO4. 7H20 0.22 g,
NazMoOa4. 2 H20 0.39 g, CuSO4. 5H20 0.08 g, Co (NO3)2. 6H20 0.05 g.

Densidad celular: Diariamente se tomaron alicuotas de 1 ml de cultivo en

microtubos para realizar recuentos celulares con una camara de Neubauer,
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identificando morfotipos unicelulares y cenobiales. La densidad celular se calcul6 con
la formula:

N cel/mL= (N de células contadas/N de cuadros contados) x10

Inmovilizacion con Alginato de Sodio: La biomasa de las cepas de microalgas
se obtuvo mediante un proceso de cinética de crecimiento. El pellet generado se
mezcld con una solucion de alginato de sodio al 16%, manteniendo una proporcion de
0,5 g de biomasa por gramo de alginato. Posteriormente, esta mezcla se homogeneizé
con una solucion de cloruro de calcio al 4%.

» Determinacion de los pardmetros de crecimiento

La densidad celular se evalué diariamente siguiendo el protocolo establecido
por Arredondo y Voltolina. Este procedimiento consistié en realizar un contacto celular
directo utilizando un hematocitometro o camara de Neubauer de 0,1 mm de
profundidad. Para ello, las muestras se fijaron con 20 pL de Lugol. La férmula

empleada para calcular la densidad celular fue:

dc = % x 10* x fd (ecuacion 1)

Donde:
dc= Densidad celular
nc= NUmero de células
N= Numero de cuadrantes contados
fd= Factor de dilucion (dilucién de la muestra).
Los resultados fueron expresados en célula/ml.
El tiempo de duplicacion y la velocidad de crecimiento celular fueron estimados usando

la formula propuesta por Becker (1994):

_ LnX1-Ln X0

o (ecuacion 2)  td= Ln2/u (ecuacién 3)

Donde:
pu= Velocidad de crecimiento
t1 tO= Tiempo que trascurrio entre los intervalos escogidos.
X1 X0= Corresponde a la densidad celular final e inicial del intervalo de tiempo
escogido

t o= tiempo de duplicacion de los cultivos
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Ln2= Logaritmo natural de dos

Por ende, se calcul6 la velocidad de crecimiento acumulada mediante la suma
diaria de las velocidades de crecimiento, lo que permitira identificar las diferentes fases
de crecimiento y representarlas graficamente. Basandose en estos resultados, se
seleccionaron los dias correspondientes a las fases de crecimiento exponencial,
estacionaria y de declive, los cuales sirvieron como base para los analisis de sintesis
bioquimica.

3.2.4.2.2. Determinacién de la capacidad deremocion de Plomo de las dos

microalgas inmovilizadas mediante espectrofotometria de
absorcién atémica.

Las muestras se procesaron en el laboratorio Bureau Veritas SA, aplicando el
protocolo EPA3015A para determinar las concentraciones de plomo. Antes del
analisis, las muestras fueron tratadas durante 15 dias con las microalgas inmovilizadas
(Chlorella sp. Y Nannochloropsis sp.).

Determinacion de Metales pesados en muestra de agua

El protocolo EPA3015A es un método analitico desarrollado por la Agencia de
Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA) que tiene como propoésito la
extraccion de metales pesados en muestras de sedimentos, suelos y aguas. Este
procedimiento emplea una solucién de acido nitrico y se complementa con la técnica
de espectrofotometria de absorcién atdmica, utilizando atomizacion en horno de
grafito.

Preparacion de las muestras previo analisis:

= Se utilizé una probeta de 100 ml para medir exactamente 40 ml de la
muestra de agua;

= Los 40 ml se transfirieron a un matraz Erlenmeyer de 150 mi;

= Se afiadieron 5 ml de acido nitrico a la muestra;

= La mezcla se calent6 en una estufa a 300 °C hasta alcanzar el punto
de ebullicion;

» Posteriormente, se retir6 el matraz de la estufa y se dejo enfriar;

*» La muestra enfriada se transfiri6 a un matraz aforado de 50 ml

previamente rotulado para su identificacion;
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*» Finalmente, se aforé el volumen del matraz con agua tipo | hasta
alcanzar los 50 ml.
Analisis de plomo en agua
» La muestra contenida en el matraz de 50 ml se vertido en un vial de 1
ml;
» Los viales preparados se organizaron en una gradilla;
» Lagradilla fue colocada en el espectrofotdmetro de absorcion atomica
y se ajusto la posicion de la punta de los viales;
= Se selecciono el método de analisis denominado “Plomo-horno”;
» En el sistema Syngistix, se configuré una lista para indicar al equipo la
posicion de cada vial en la gradilla;
» Finalmente, se inici6 el analisis y se esperaron los resultados
generados por el equipo.
3.2.4.2.3. Comparacién de la eficacia que tuvieron las dos microalgas
Chlorella sp. y Nannochloropsis sp en la absorcion de Plomo.
Para comparar los niveles de remocién de plomo utilizando las dos microalgas
inmovilizadas (Chlorella sp. y Nannochloropsis sp.), se realizaron tres réplicas de cada
muestra. Los datos obtenidos se registraron en tablas de Excel y posteriormente se
procesaron en el software estadistico Statgraphics 18. Este andlisis permitio identificar
diferencias significativas mediante el nivel de significancia (p-valor). Ademas, se
compararan las estadisticas de los medios para determinar cudél tratamiento mostré un
mejor desempefio en la remociéon de plomo.
3.2.5 Andlisis estadistico
Se realizd un analisis ANOVA, que sirvi6 para determinar la existencia de
diferencias significativas entre los tratamientos que se plantearon y las variables
estudiadas. Este ayudo para comparar los valores medios de las concentraciones de
Plomo (mg/I'!) para los dos tipos de microalgas incluido el control. Se realiz6 también
una prueba de normalidad de Shapiro- Wilk, la cual nos ayudé a indicar si el valor de

la prueba fue mayor o igual a 0,05 en la concentracion de Plomo.
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3.2.5.1. Analisis Shapiro-Wilk

Es un andlisis que originalmente se usa para tamafios de muestra pequefios
(n<50), esta prueba sirve para detectar las desviaciones de la normalidad, ya sea
debido a la curtosis o la asimetria, 0 ya sea por ambos. Se utiliz6 el test para determinar
si los datos de remocion de plomo seguian una distribucion normal.

Las hipotesis a contrastar estaran establecidas de la siguiente manera:

e Ho: la muestra sigue una distribucion normal

e Hai: la muestra NO sigue una distribucién normal

3.2.5.2. Analisis ANOVA.

Es una técnica que se utiliza para comparar las medias de dos 0 mas conjuntos
de datos, ayuda al andlisis de la variacién en los datos y medir si hay diferencias
significativas entre los datos que se estdn comparando, sirve como una herramienta
atil en las investigaciones porque conlleva a que puedan entender como influyen lo
diferentes factores en las mediciones (Contreras, 2023).

La hipotesis en el anélisis ANOVA se da de la siguiente manera:

e Ho=medias de los grupos son iguales
e H1=no todas las medias de los grupos son iguales
e Al menos una de las medias es distinta.

3.2.5.3. Kruskal Wallis

La prueba de Kruskal-Wallis, también conocida como "ANOVA de rangos" o
"ANOVA no paramétrico," permite determinar si existen diferencias estadisticamente
significativas entre dos o mas grupos de variables independientes en un sistema de
analisis. Se utilizé esta prueba debido a que los datos no mostraron una distribucion
normal. Esta prueba no especifica si existen desviaciones en los grupos comparados,
sino que sefala cuales son diferentes entre si. Es importante contar con al menos
cinco muestras por grupo para aplicar esta prueba, la cual se rige por la siguiente

ecuacion:
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Donde ni representa el tamafio de las muestras, n es el niamero total de
muestras y Ti denota la suma de los rangos de cada grupo. Para obtener el valor de

significancia estadistica o valor-p asociado a este resultado.
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4, RESULTADOS
4.1 Caracterizaciéon de las condiciones Optimas para el crecimiento de
microalgas a nivel de laboratorio mediante ensayos de cinética de crecimiento.

4.1.1 Condiciones bajo Ph6

El crecimiento de la cepa de la microalga Chlorella sp. tuvo un periodo de 8
dias, donde se inicié con un indculo de 2x10%+ 0 por medio de cultivo Guillard F2 en
un periodo de 8 dias.

Chlorella sp. registro un crecimiento en el dia 3 con un promedio de 3.83x10° +
3.82x103. El punto con mayor crecimiento fue en el dia 7 con un promedio de 1.32x10°
+ 6.47x104, pero en el dia 8 presento una reducciéon en su crecimiento con 1.17 x10°8
+1.15 x10° cel/ml, ver Figura 1.

El crecimiento de la cepa de la microalga Nannochloropsis sp. se muestra en la
Figura 1, se trabaj6 con un inéculo de 2x10*+ 0 por medio de cultivo Guillard F2 tuvo
durante un periodo de 6 dias.

Nannochloropsis sp. presente un crecimiento desde el dia 2 teniendo un
promedio de 2.14x10° + 1.07x10%, el pico mas elevado se registré el dia 5 alcanzando
un promedio de 1.39x10° + 2.54x10% En el dia 6 se present6 una reduccion del
crecimiento celular con 1.32x10° + 8.28x10%, empezando su fase de muerte como se
logra observar en la Figura 1.

Figura 1.

Periodo de crecimiento y desviacion estandar de las dos cepas de microalgas
bajo pH6

I o I

Especie

4
/ Chiorei sp
P - Nannochloropsis sp
7/

Celml

Dias

Elaborado por: La Autora, 2025
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4.1.2 Condiciones bajo Ph7

El crecimiento de las microalgas Chlorella sp se muestra en la Figura 2. Se
trabajé con un inéculo inicial de 2x10* cel/ml en un cultivo Guillard F2 durante un
periodo de 11 dias.

La cinética de crecimiento de Chlorella sp. mostré un incremento progresivo en
la densidad celular a lo largo de 11 dias de cultivo. La fase exponencial comenzo
alrededor del dia 4, con un aumento pronunciado hasta el dia 10, donde se registro la
mayor densidad celular 9.51x10° + 4.78x10*. Posteriormente, en el dia 11, la densidad
disminuy6 ligeramente a 8.9x10° + 3.12x104, sugiriendo el inicio de la fase estacionaria
o de declinacion.

El crecimiento de la cepa de la microalga Nannochloropsis sp. se muestra en la
Figura 2, se trabaj6 con un in6culo de 2x10% + 0 por medio de cultivo Guillard F2 tuvo
durante un periodo de 6 dias.

Nannochloropsis sp. presentd un crecimiento mas acelerado y alcanzo
densidades celulares considerablemente mayores en comparacion con Chlorella sp..
Desde el inicio del cultivo, la poblacién celular aument6 rapidamente, alcanzando
8.42x10° en el dia 4, lo que indica un periodo exponencial mas corto. La mayor
densidad celular se registré en el dia 9, con un valor de 2,75x10° + 5.54x10%, seguido

de una ligera disminucién en el dia 10 2,56x10° + 2.76x10.
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Figura 2.

Periodo de crecimiento y desviacion estandar de las dos cepas de microalgas
bajo pH7

2e+06 / Especie
I// - Chiorella sp

Cel'mL

=&~ Nannochloropsis sp

/

{e+08 r/ = I

= 3

Dias

Elaborado por: La Autora, 2025

4.1.3 Condiciones bajo Ph8

El crecimiento de las microalgas Chlorella sp se muestra en la Figura 3. Se
trabajé con un inéculo inicial de 2x10%el/ml en un cultivo Guillard F2 durante un
periodo de 20 dias.

En el dia 5 present6 un incremento de densidad con un promedio de 3.03x10*
+ 6.08x10%. Uno de los puntos con mayor crecimiento se registrd el dia 8 con un
promedio de 1.08x10° + 2.56x10%, el dia 18 fue el Gltimo con mayor crecimiento,
alcanzando un promedio de 9.79x10° + 0. El dia 19 se presentd una reduccion del
crecimiento celular con un promedio de 7.4x10° + 1.78x10° cel/ml, de esta manera
iniciando su fase de muerte como se puede ver en Figura 3.

El crecimiento de la cepa de la microalga Nannochloropsis sp. tuvo un periodo
de 15 dias, donde se inici6 con un in6culo de 2x10% + 0 por medio de cultivo Guillard
F2 en un periodo de 15 dias.
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El crecimiento de Nannochloropsis sp. tuvo un periodo de 15 dias, donde el dia
5 tuvo un incremento por un promedio de 1.25x10° + 6.4 x10%. Uno de los puntos con
mayor crecimiento se registr6 en el dia 11 con 8.9x10° + 9.7x10%; seguido de 9.07x108
+ 6.78x10%, siendo el dia 13 con mayor crecimiento con un promedio de 9.15x10°
+1.15x10°. En el dia 14 se presentd una reduccion del crecimiento celular con un
promedio de 8.62x106 +1.06x10%, iniciando de esta manera su fase de muerte como
podemos ver en la Figura 3.
Figura 3.
Periodo de crecimiento y desviacion estandar de las dos cepas de microalgas
bajo pH8
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Elaborado por: La Autora, 2025

4.2 Determinacion de la capacidad de remocion de Plomo de las dos
microalgas inmovilizadas a través de analisis de espectrofotometria de
absorcion atémica.

En base a los resultados del analisis de espectrofotometria de absorcion
atémica obtenidos de la remocién de Pb con Chlorella sp., reflej6 0.01 mg/I't en la
primera replica, siendo la tercera replica la mas alta con 0.01331 mg/I’%, por ende,

presenta un promedio de 1.19x102 mg/I"t + 1.72 x10-3. Para Nannochloropsis sp. arrojé
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resultados similares siendo la segunda replica la méas elevada con 0.00717 mg/I'%, con
un promedio de 6.40x103 mg/It+ 1.29 x10°3,

Mientras que Chlorella sp./ Nannochloropsis sp. expone un valor de 0.00168
mg/I't como resultado de la primera replica siendo el mas elevado, ademas, presentan
un promedio de 7.50 x 10 mg/I'* + 1.06 x 10-3. Para el blanco las réplicas de mantienen
un valor promedio de 0.02 mg/I'* £ 0.

Figura 4.

Concentraciones de Pb en aguas post-analisis
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Elaborado por: La Autora, 2025

Los resultados de los analisis que se mencionaron con anterioridad tienen
diferencia entre los demas resultados de cada una de las respectivas cepas de
microalgas, esta diferencia se pudo dar en el periodo de remocion del metal. En la
Figura 4. se presenta la concentracibn promedio de cada una de las cepas de
microalgas utilizadas donde se adquiri6 un promedio total de concentracién post-
andlisis de cada cepa de microalgas con Plomo: (C) 0.0119167 mg/I't, (N) 0.00640
mg/It, (NC) 0.00075 mg/I-.

En la Figura 5 se presenta el porcentaje de Plomo que fue removido por cada
una de las cepas de microalgas, se observd que ambas especies de microalgas

lograron una remocion efectiva del metal, aunque con distintos niveles de eficacia.
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Nannochloropsis sp., presentd un porcentaje de remocion de 67.98%, superando a
Chlorella sp., que alcanzé un 40.41%. Estos resultados sugieren que Nannochloropsis
sp., puede ser mas eficiente para la remocion en estas condiciones experimentales,
indicando una diferencia significativa en el desempefio de cada especie frente a la
eliminacién de contaminantes.

Los resultados obtenidos confirman la hipétesis planteada, ya que ambas
microalgas inmovilizadas lograron reducir las concentraciones de plomo en agua en
un porcentaje superior al 50%. Chlorella sp. alcanzé un promedio de remocion del
41.42%, mientras que Nannochloropsis sp. obtuvo un promedio de 68.65%. Estos
valores demuestran que Nannochloropsis sp. tuvo un desempefio mas eficiente,
superando ampliamente el umbral propuesto, mientras que Chlorella sp. se acerco al
limite de la hipotesis planteada, evidenciando su potencial en aplicaciones de
biorremediacion.

Figura 5.
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-
T
&

L 7
o
(]
o
=
0
:
& 0%
T
o
o
g
§ 25%

0%

Chlorella sp. Chiorella sp/Nannochloropsis sp. Nannochloropss sp.
Especies

Elaborado por: La Autora, 2025



35

4.3 Comparacion de la eficacia que tuvieron las dos microalgas Chlorella sp.
y Nannochloropsis sp. en la remocion de Plomo mediante analisis estadisticos

Los resultados expuestos indican una mayor eficacia en la remocién de Pb por
parte de Nannochloropsis sp., la Figura 6 ilustra la concentracion inicial del metal y las
concentraciones de las microalgas posterior a su absorcion reflejando un rendimiento
favorable en ambas especies.

Figura 6.
Comparacion de eficacia en remocion de Pb
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Elaborado por: La Autora, 2025
4.3.1 Test de Shapiro Wilk

Para evaluar si los datos de remocion de plomo por las microalgas Chlorella sp.,
Nannochloropsis sp., ¥ su combinacion siguen una distribuciéon normal, se aplicé la
prueba de Shapiro-Wilk. Los resultados se presentan en la Tabla 4
Tabla 4.
Prueba de normalidad Shapiro Wilk

Cepa de Microalga w P-value
Chlorella sp. 0.89706 0.4166

Nannochloropsis sp. 0.75841 0.04615
Chlorella sp./Nannochloropsis sp.  0.7135 0.01649

Elaborado por: La Autora, 2025
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Los datos de Chlorella sp. no rechazan la hipétesis de normalidad (p = 0.4166),
mientras que los datos de Nannochloropsis sp. y su combinacién de ambas microalgas
presentaron p-valores menores a 0.05, lo que indica que no siguen una distribucion
normal. Por lo tanto, se justifica el uso de ANOVA para Chlorella sp., y una prueba no
paramétrica como Kruskal-Wallis para los otros dos grupos.

4.3.2 ANOVA y Kruskal-Wallis

Los resultados del ANOVA mostraron que no hay diferencias significativas entre
los grupos (F (2, 6) = 0.048, p = 0.954). Esto indica que la variabilidad en las
concentraciones de plomo no se debe a las diferentes cepas de microalgas, sugiriendo
que la eficacia en la remocién de plomo no varia significativamente entre Chlorella sp.,
Nannochloropsis sp., y la combinacién de ambas.

Tabla 5.

Anova de microalgas

Grados de Suma de Media de F valor P valor
libertad cuadrados cuadrados
Microalga 2 3.120 x 106 1.560 x 106 0.048 0.954
Residuales 6 1.95x 10 3.257 x 10*°

Elaborado por: La Autora, 2025

Los resultados del test de Kruskal-Wallis indicaron que no hay diferencias
significativas entre las medianas de los grupos (chi-cuadrado de Kruskal-Wallis =
0.088889, Grados de libertad = 2, p = 0.9565). Al igual que el ANOVA, este resultado
respalda la conclusibn de que las diferentes microalgas no presentan eficacia
diferencial en la remocion de plomo.
Tabla 6.
Test de Kruskal-Wallis

Chi cuadrado Grados de libertad P valor

Kruskal-Wallis 0.088889 2 0.9565

Elaborado por: La Autora, 2025
En la Figura 7 se observa la distribucién de las concentraciones de plomo para
Chlorella sp., Nannochloropsis sp., y la combinacién de ambas. Los analisis de ANOVA

y Kruskal-Wallis indicaron que no existen diferencias significativas entre los grupos
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(ANOVA: p = 0.954, Kruskal-Wallis: p = 0.9565). Las cajas de los diferentes grupos
muestran una superposicion considerable, lo que sugiere que la remocion de plomo es
similar entre las microalgas analizadas.

Figura 7.
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Comparacion de la Concentracion de Plomo por Microalga

3
‘g, 0010
§ microalga
E . Chlcrelia sp
-
c . Chlorella sp./Nannochloropsis sp
'g 0.005 - Nannochloropsis sp
[
5
e
o
o
0000

Chiorelta sp Chiorefa sp /Nannochioropsis sp Nannochioropsis sp
Microalga

Elaborado por: La Autora, 2025



38

5.  DISCUSION
A medida que avanzan las réplicas de Chlorella sp., se observa un incremento
en los valores promedio, acompafiado de una mayor variabilidad desde el dia 4, segun
lo refleja el aumento en la desviacion estandar. Sin embargo, en algunas dias, como
el 13y la 17-18, la desviacion estandar es nula, lo que indica una notable consistencia

€n esos Ccasos.

Por otro lado Almeida (2020), realizo ensayo inicial de exposicion de Chlorella
vulgaris al zinc que tuvo una duracién de 36 dias, mostré diferencias en el incremento
de la biomasa celular en la primera y segunda replica, mientas que en la tercera y
cuarta replica arrojaron un crecimiento hasta el dia 27, a partir de esos dias los valores
de concentracion obtenidos en dias fueron similares.

Nannochloropsis sp. mostré un periodo de crecimiento de 15 dias,
observandose un incremento notable a partir del dia 5, con un promedio de 1.25x108
+ 6.4 x10%. Estos resultados coinciden con los hallazgos de Carchi y Guanga (2024),
quienes reportaron un crecimiento maximo durante las primeras 48 horas en su estudio
con Nannochloropsis sp., donde la concentracion inicial de 0.17 g/l aument6 a 0.19 g/l
y en el caso de la concentracion mas baja, partié de 0.10 g/l para llegar a 0.13 g/I.

Los resultados muestran que Nannochloropsis sp. fue méas efectiva en la
remediacion en comparacion con Chlorella sp., lo que se evidencia por los mayores
porcentajes de remocion alcanzados en las réplicas: 75.45 %, 64.15 % y 64.35 %,
frente a los porcentajes de 50 %, 37.8 % y 33.45 % observados en Chlorella sp.. Este
mejor desempefio podria explicarse por la capacidad de Nannochloropsis sp. para
aprovechar los nutrientes disponibles de manera mas eficiente o por caracteristicas
inherentes, como una mayor afinidad por los contaminantes o una mejor adaptacion a
las condiciones experimentales. Ademas, su menor desviacién estandar (0.0012934
frente a 0.0017159 en Chlorella sp.) sugiere un comportamiento mas consistente entre
las réplicas, lo que refuerza su potencial como una herramienta eficaz para la
biorremediacion.

En contraste con Almeida (2020), quien demostré en su investigacion que la

capacidad de Chlorella vulgaris para remover zinc estaba directamente relacionada
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con la concentracion del metal, logrando remover el 25% en el reactor R2 y el 53.72%
en el reactor R5 a concentraciones de 2. ppm y 20 ppm, respectivamente. Por otro
lado, Arias (2017) report6é una eficacia de remocion de cromo superior al 60%, pero
inferior al 85%.

Sin embargo, Kumar, Singh, y Sikandar (2018) encontraron que Chlorella
vulgaris alcanzé una remocién cercana al 97% de cadmio al ser expuesto a una
concentracion de 10 mg/L. De manera similar, Hernandéz, Pérez, y Vitola (2018)
informaron que Chlorella sp. Logré remover un 95.4% de mercurio y un 93.4% de
niquel, mostrando una alta eficiencia de biosorcion cuando la microalga se encontré
inmovilizada en el fruto seco de Luffa cylindrica.

Los resultados obtenidos muestran que Nannochloropsis sp. demostré una
mayor eficacia en la remocion de plomo (Pb), destacandose frente a otras especies
evaluadas. Este rendimiento sugiere el potencial de Chlorella sp. para la
biorremediacion de metales pesados, o que coincide con estudios previos que sefialan
su alta capacidad de biosorcion en condiciones adecuadas de concentracion y
exposicion.

El analisis de Shapiro-Wilk mostré que los datos para Chlorella sp. presentan
una distribucién normal (p = 0.4166), mientras que los datos de Nannochloropsis sp.
(p = 0.04615) y la combinacién de ambas microalgas (p = 0.01649) no cumplen con
este supuesto. Este hallazgo sugiere que las pruebas paramétricas, como el ANOVA,
podrian no ser completamente confiables para todas las comparaciones.

Sin embargo, el ANOVA realizado mostr6 que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre las microalgas (F =0.048, p = 0.954), lo que indica
qgue las variaciones observadas no son suficientemente marcadas. De manera
complementaria, la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, que es mas adecuada
para datos no normales, corroboré estos resultados al no detectar diferencias
significativas entre los tratamientos.

Estos hallazgos sugieren que, bajo las condiciones experimentales utilizadas,
Chlorella sp. y Nannochloropsis sp. tienen desempefios similares en la remediacion,
aungue los patrones observados podrian estar influenciados por factores biologicos o

experimentales que no se reflejan en las pruebas estadisticas.
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Los resultados del ANOVA mostraron que no hay diferencias significativas entre
los grupos (F (2, 6) = 0.552, p = 0.603). En contraste con Lucas (2017), realizo un
analisis ANOVA en base a los resultados de la concentracion de Cd removido por cada
tratamiento de Chlorella sp. y el blanco, obteniendo un F=2.87, p= 1.0318 x 10°. Arias
(2017) realizo el test de Tukey aplicado a las muestras con una concentracion inicial
de 10 ppm mostr6 un valor de p = 0.0001, menor a 0.05, lo que indica una diferencia
significativa entre los tratamientos de Chlorella sp. inmovilizada en perlas de alginato,
el cual, presenté un mayor porcentaje de remocién de cromo en comparacion con el

tratamiento control.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
6.1 Conclusiones

Los resultados obtenidos en este estudio respaldan la hipotesis planteada de
que las microalgas inmovilizadas Chlorella sp. y Nannochloropsis sp. tienen la
capacidad de reducir las concentraciones de plomo en el agua. En el primer objetivo,
se caracterizo el crecimiento de ambas microalgas en condiciones controladas bajo
diferentes niveles de pH (6, 7 y 8), utilizando el medio de cultivo Guillard F2. Se observo
gue ambas microalgas presentan un crecimiento diferencial dependiendo del pH,
siendo el pH 8 con mayor favorecimiento en el desarrollo celular.

En términos generales Nannochloropsis sp. mostré una mayor capacidad de
proliferacion celular, alcanzando densidades mas elevadas en menor tiempo en
comparacion con un maximo de 9.15x10° cel/ml en el dia 13, mientras que Chlorella
sp. mostré un crecimiento notable con un pico de 9.79x10° cel/ml en el dia 18,
cumpliendo asi con el objetivo de evaluar su cinética de crecimiento.

En relacion al segundo objetivo, el andlisis de espectrofotometria de absorcion
atomica demostré que Nannochloropsis sp. fue mas eficiente en la remocion de plomo,
con un porcentaje de remocién del 67.98%, en comparacion con el 53.76% de Chlorella
sp.. Estas cifras subrayan la capacidad de ambas microalgas para contribuir a la
biorremediacion del plomo en agua, aunque con distintas eficacias.

Por altimo, el andlisis estadistico del tercer objetivo revel6 que, a pesar de las
diferencias en los porcentajes de remocién, no hubo diferencias significativas entre las
concentraciones de plomo remanentes en los tratamientos con Chlorella sp.,
Nannochloropsis sp., y su combinacién. Los resultados del ANOVA (p = 0.603) y del
test de Kruskal-Wallis (p = 0.7326) indicaron que la eficacia de remocion es
comparable entre las microalgas analizadas.

Estos hallazgos no solo validan la hipoétesis inicial, sino que también destacan
el potencial de las microalgas inmovilizadas como herramientas biotecnoldgicas para
la remediacion ambiental, sugiriendo que tanto Chlorella sp. como Nannochloropsis
sp. pueden ser empleadas eficazmente en la eliminacion de contaminantes como el

plomo en ambientes acuaticos.
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6.2 Recomendaciones

Llevar a cabo estudios adicionales para optimizar las condiciones de cultivo de
Chlorella sp. y Nannochloropsis sp. es esencial, enfocandose en factores como la
intensidad de luz, la temperatura y el pH. Estas variables son cruciales para maximizar
tanto el crecimiento celular como la eficacia en la remocién de metales pesados.
Mejorar estas condiciones podria resultar en un aumento significativo en los
porcentajes de remocion, haciendo que estas microalgas sean aun mas efectivas en
aplicaciones de biorremediacion.

Dado que Nannochloropsis sp. demostré ser mas eficiente en la remocién de
plomo, investigar la sinergia potencial de combinar diferentes cepas de microalgas o
complementarlas con otros agentes biorremediadores podria incrementar los niveles
de remocién de contaminantes. Este enfoque robusto ofreceria soluciones mas
efectivas en la lucha contra la contaminacién del agua.

Realizar estudios a escala piloto o en condiciones de campo es fundamental
para evaluar el rendimiento de estas microalgas en la remediacion de aguas
contaminadas. Este tipo de investigacién proporcionara informacion valiosa para la
aplicacion practica de estas técnicas en la industria y en el tratamiento de aguas
residuales, lo que podria resultar en soluciones mas efectivas para la contaminacion
del agua.

Asimismo, un analisis de costos sobre la viabilidad economica del uso de
microalgas en la biorremediacién permitira a los investigadores y a las empresas
entender mejor los costos asociados, facilitando decisiones informadas sobre su
implementacion. Considerar factores como el cultivo, la cosecha y el procesamiento
de las microalgas es esencial en este contexto.

Finalmente, dado que el plomo es solo uno de los muchos contaminantes
presentes en el agua, investigar la capacidad de remocion de otras especies de
metales pesados, como el mercurio y el cromo, utilizando las mismas cepas de
microalgas sera valioso. También es importante explorar los mecanismos especificos
mediante los cuales las microalgas retiran metales pesados del agua, contribuyendo a
una mejor comprension de su eficacia y guiando futuras investigaciones en

biotecnologia ambiental.
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ANEXOS
Anexo N° 1: Registro fotografico del uso de laboratorio

Preparacion de muestras para iniciar el

proceso de calentamiento en el digestor

Paso de muestras digestada a matraz

previo al analisis

Cepas de microalgas con aereacion

continua.
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Paso de microalgas a botellas con medio

de cultivo.

Microalgas inmovilizadas con alginato de
sodio colocadas en agua contaminada

con Pb.

ARvidi.
I eimin
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‘.
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Paso de microalgas a tubos falcon para

centrifugar microalgas.

Propagacion de microalgas Chlorella sp.
y Nannochloropsis sp en laboratorio de

microbiologia de UAE.
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Analisis en equipo de Espectrofotometria

de absorciéon atébmica

Paso de muestra a vial para andlisis en

equipo.

Elaborado por: La Autora, 2025
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Anexo N° 3:

Guia de remision de CENAIM por donacion de microalgas
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Apéndice N° 1:

Cinética de crecimiento de Chlorella sp.

APENDICES

56

REPLICAS 1 2 3 4 5 6 7

8

9

10

11

12

13 14 15

16

17 18

19

20

R1 2,0E* 2,1E* 2,2E* 2,4E* 3,0E* 3,5E* 5,0E*
R2 2,0E* 2,1E* 2,2E* 2,4E* 3,1E* 3,5E* 5,1E*
R3 2,0E* 2,1E* 2,2E* 2,5E* 2,9E* 3,5E* 5,1E*
PROMEDIO 2,0E* 2,1E* 2,2E* 2,4E* 3,0E* 3,5E* 5,1E*
DESV STD 0,0E®° 0,0E° 0,0E° 2,8E? 6,0E? 5,1E? 5,8E?

1,1E5
1,1E°
1,1E5
1,1E°
2,6E3

1,5E® 2,5E® 4,0E®
1,5E® 2,5E® 4,1E®
1,5E® 2,5E® 4,2E®
1,5E® 2,5E® 4,1E®
1,0E* 1,0E* 7,6E*

5,1E®
5,0E®
5,2E®
5,1E®
1,1E°

7,3E°®
7,3E°®
7,3E°®
7,3E°®
0,0E°

8,5E6 9,6E®
8,6E® 9,2ES
8,3E6 9,6E®
8,4E6 9,4ES
1,3E% 2,1E°

9,6E®
9,7E®
9,6E®
9,6E®
4,44

9,7E® 9,8E®
9,7E® 9,8ES
9,7E® 9,8E®
9,7E® 9,8ES
0,0E° 0,0E°

7,5E®
7,2ES
7,5E®
7,4E°
1,8E°

6,0E®
6,0E®
6,1E°®
6,1E®
6,7E*

Elaborado por: La Autora, 2025

Apéndice N° 2:

Cinética de crecimiento de Nannochloropsis sp.

REPLICAS 1 2 3 4 5 6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

R1 2,0E* 2,0E* 4,5E* 6,2E* 1,2E® 2,0E®
R2 2,0E* 2,0E* 4,6E* 6,2E* 1,3ES 2,2E®
R3 2,0E* 2,0E* 4,6E* 2,2E* 1,2E® 2,1E®
PROMEDIO 2,0E* 2,0E* 4,6E* 4,9E* 1,3E® 2,1E®
DESV 0,0E° 0,0E° 1,6E® 2,3E* 6,4E* 6,1E*

4,9E"
4,7E®
4,8E°®
4,8E"
7,0E*

7,3ES
7,2E"
7,3E®
7,2E"
5,6E4

7,9ES
7,9ES
7,9E°
7,9ES
2,94

8,5E"
8,5E"
8,5E®
8,5E"
0,0E°

8,9E®
9,0E®
8,8E®
8,9E®
9,7E*

9,0E®
9,1E®
9,0E®
9,1E®
6,8E*

9,1ES
9,3ES
9,1E®
9,2ES
1,2E°

8,7E6
8,7ES
8,5E°
8,6ES
1,1E°

5,4ES
5,6E°
5,5E°
5,5E8
8,3E*

Elaborado por: La Autora, 2025



Apéndice N° 3:

Tabla de concentracién de Pb y porcentaje de remocion.

57

Cepas de Concentracién Replica Replica Replica . Desviacibn Porcentaje Porcentaje Porcentaje Promedio

. S Promedio . .

Microalgas inicial 1 2 3 Estandar 1 2 3 Porcentaje

Chlorella sp. 0,02 0,01 0,01 0,01 0,01 0,001 50 37,8 33,45 40,42

Nannochloropsis sp. 0,02 0,00 0,01 0,01 0,01 0,001 75,45 64,15 64,35 67,98
Chlorella

sp./Nannochloropsis 0,02 0,00 0,00 -0,01 0,00 0,001 91,6 95,15 93,38

sp.

Elaborado por: La Autora, 2025



