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RESUMEN
El tratamiento de aguas residuales industriales mediante métodos bioldgicos y
procesos bioquimicos con FBRs representa una alternativa sostenible frente a los
procesos convencionales. El objetivo de este estudio fue evaluar la simbiosis entre
bacterias autoctonas con C. vulgaris para la depuracion de aguas residuales, con el
propésito de determinar su eficiencia en la remocién de nutrientes y materia organica.
Inicialmente la microalga C. vulgaris fue inoculada y cultivada en agua residual
industrial, el disefio experimental contemplé un control axénico (microalga en ausencia
bacteriana) y el tratamiento (microalgas con bacterias presentes en las aguas
residuales). Ademas, se analizé la remocion de nutrientes en ambos tratamientos y
se evaluaron las condiciones de los cultivos de temperatura, pH, intensidad luminica y
actividad fotosintética. Los resultados de crecimiento microalgal obtenidos, para el
control fue de 8.22 g/L y en el tratamiento entre 4.18 — 6.53 g/L para el ensayo 1. Para
el ensayo 2 se obtuvieron resultados de 11,48 g/L para el tratamiento control y de 11.73
—12.31 g/L para el tratamiento con presencia de bacterias. Las condiciones evaluadas
para ambos ensayos se obtuvieron valores de T entre 23°C-24.5°C, pH entre 8-9 y
para la intensidad luminica suministrada fue entre 299.22 - 376.15 pmol/m?s. El
porcentaje de remocion obtenido para ambos ensayos fue superior a 60% tanto de
NHa* como de PO4%, y para el NOs', la remocion de ambos ensayos se mantuvo entre
34.3%-70.0%. La identificacidbn microbiolégica de bacterias revel6 la presencia de los
géneros Acinetobacter spp., Pseudomonas spp. y Bacillus spp., los cuales han sido
reportados en la literatura a procesos de biorremediacién, asi como también a posibles
interacciones con microalgas. Estos resultados demuestran que C. vulgaris es capaz
de crecer y remover eficientemente nutrientes presentes en las aguas residuales
industriales, incluso en interaccién con bacterias autéctonas, ya que permite que el
efluente tratado, los nutrientes como NHs y NOs, cumplan con los limites permisibles
por la norma DGNTI-COPANIT 35-2000, mejorando su calidad, reduciendo los riesgos

sanitarios y ambientales asociados a su vertido.

Palabras Claves: agua residual, bacterias, microalga, nutrientes, simbiosis.



ABSTRACT

The treatment of industrial wastewater through biological methods and biochemical
processes using FBRs represents a sustainable alternative to conventional processes.
The aim of this study was to evaluate the symbiosis between autochthonous bacteria
and C. vulgaris for the purification of wastewater, in order to determine their efficiency
in the removal of nutrients and organic matter. Initially, the microalga C. vulgaris was
inoculated and cultivated in industrial wastewater. The experimental design included
an axenic control (microalgae in the absence of bacteria) and a treatment condition
(microalgae with bacteria present in the wastewater). Additionally, nutrient removal was
analyzed in both treatments, and culture conditions such as temperature, pH, light
intensity, and photosynthetic activity were assessed. Microalgal growth results showed
that, for the control, biomass reached 8.22 g/L, while in the treatment condition values
ranged from 4.18 to 6.53 g/L in Trial 1. In Trial 2, biomass values were 11.48 g/L for
the control and between 11.73 and 12.31 g/L for the treatment with bacterial presence.
For both trials, evaluated conditions ranged between 23°C—-24.5°C for temperature, pH
values of 8-9, and light intensity between 299.22—-376.15 ymol/mz2-s. Nutrient removal
percentages for both trials exceeded 60% for NH," and PO,3", while NO;~ removal
ranged between 34.3% and 70.0%. Microbiological identification revealed the presence
of Acinetobacter spp., Pseudomonas spp., and Bacillus spp., which have been reported
in the literature as involved in bioremediation processes and potential interactions with
microalgae. These results demonstrate that C. vulgaris is capable of growing and
efficiently removing nutrients present in industrial wastewater, even in interaction with
autochthonous bacteria. This allows the treated effluent to meet the permissible limits
for nutrients such as NH; and NO;~ established by the DGNTI-COPANIT 35-2000
standard, improving its quality and reducing the environmental and sanitary risks

associated with its discharge.

Keywords: wastewater, bacteria, microalgae, nutrients, symbiosis.
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CAPITULO 1. MARCO INTRODUCTORIO



1. INTRODUCCION

El manejo y disposicion inadecuada de los vertidos generados por actividades
antropogeénicas, especialmente aquellas asociadas al uso del agua para consumo
humano e industrial, contribuyen significativamente a la contaminacion de los recursos
hidricos (Pereira et al., n.d.) Lo que puede generar impactos negativos en ecosistemas
acuaticos y en la salud humana. Ademas, el rapido crecimiento poblacional incrementa
la demanda de agua y hace necesaria la implementacion de métodos sostenibles, asi
como el desarrollo de nuevas tecnologias para el tratamiento de aguas residuales
(Humanante et al., 2021)

Dentro de estas tecnologias, en investigaciones actuales se ha destacado el uso de
microalgas, los cuales son organismos fotosintéticos que poseen la capacidad de
remover nutrientes y compuestos contaminantes presentes en las aguas residuales.
La microalga C. vulgaris, en particular ha sido la especie de alga mas estudiada en el
tratamiento de aguas residuales, debido a que es una cepa robusta, con una tasa de
crecimiento rapida y posee la capacidad de tolerar diferentes condiciones ambientales,

ademas de su alta eficiencia en la remocion de nitrogeno y fosforo (Wirth et al., 2020).

Sin embargo, esta eficiencia puede verse influenciada por la presencia de bacterias
asociadas que pueden interactuar de manera simbiética con la microalga, afectando
de esta manera el proceso de depuracidn de estas aguas. Las interacciones que se
pueden dar entre bacterias y microalgas comprenden desde el mutualismo,
competencia o0 antagonismo, ya que ambos microrganismos pueden producir
compuestos que podrian inhibir o favorecer el crecimiento de la otra parte (Aditya et
al., 2022). Por lo tanto, saber cudles son las bacterias autdéctonas en las aguas
residuales, comprender su influencia en C. vulgaris para su depuracién, es de

importancia para optimizar los procesos de tratamiento.

El presente estudio, tiene como obijetivo, evaluar la relacién entre las bacterias
presentes en aguas residuales industriales y su influencia en la eficiencia depurativa
de C. vulgaris. Para ello, se determinara la tasa de crecimiento de la microalga, se

identificaran las bacterias autdéctonas presentes en las aguas residuales y se evaluara



la remocion de nutrientes como nitrato, amonio, fosfatos y se determinara la demanda

guimica de oxigeno (DQO).

El desarrollo de esta investigacion aporta conocimientos relevantes sobre las
interacciones entre microalga-bacteria aplicados a la biorremediacion, ofreciendo una
alternativa ecolégica y sostenible para el tratamiento de aguas residuales industriales
perteneciente al sector de procesamiento de productos de origen animal. Ademas,
permite comparar la calidad del efluente tratado en ambas condiciones con los
parametros establecidos en el Reglamento Técnico DGNTI-COPANIT 35-200.

1.1.Aspectos generales del problema
El agua es un recurso indispensable para la vida y una necesidad esencial para el ser
humano. Sin embargo, la contaminacion del agua por actividades domésticas,
agricolas e industriales se ha convertido en uno de los factores mas preocupantes en
la actualidad, ya que desencadena una problemética de dificil control: la generacion y
vertido de aguas residuales (Vargas-Perdomo et.al., 2018).

Estas aguas contienen una gran cantidad de contaminantes que ejercen un impacto
negativo sobre el medio ambiente, afectando diversos ecosistemas. Pese a ello, con
frecuencia no se garantiza que reciban un tratamiento eficiente para su reutilizacién y
aprovechamiento sostenible (Vargas-Perdomo et.al., 2018). El problema es mas critico
en los centros urbanizados, donde la alta concentracion poblacional y la intensa
actividad industrial generan volimenes significativamente mayores de descarga
(Autoridad Nacional de Ambiente, 2011).

En Panama, las tecnologias tradicionales de tratamiento registradas en el Instituto
Nacional de Acueductos y Alcantarillados Nacionales (IDAAN) incluyen lagunas de
oxidacion y estabilizacion, tanques sépticos y tanques de Imhoff (Fabrega et al., 2015).
No obstante, diversos informes muestran que estos sistemas presentan limitaciones
de eficiencia y operacion. Segun Silva (2015), Panama enfrenta un problema
significativo en la gestion de aguas residuales, lo que afecta directamente la
disponibilidad y calidad de este recurso hidrico. En la ciudad de Panama, se descargan
aproximadamente 280,000 m3 diarios de aguas residuales, la mayoria sin tratamiento,

hacia los rios y la Bahia de Panama, debido a un alcantarillado sanitario que solo cubre
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al 70% de la ciudad. En el Informe del Estado del Ambiente (GEO) (Ministerio de
Ambiente, 2024), sefialan que las descargas de aguas servidas sin tratamiento
adecuado afectan negativamente las zonas costeras, deteriorando tanto la calidad de
agua como el ecosistema marino. Un caso destacado, es la Bahia Manzanillo, donde
se ha presentado una alta contaminacion que ha impactado la fauna y flora debido al
incremento de descargas domesticas e industriales, incrementado por el crecimiento

poblacional y al vertido no controlado de estas aguas.

La provincia de Chiriqui no escapa a esta realidad, donde el Ministerio de Ambiente
(MiAmbiente) ha reportado reiteradamente descargas de aguas residuales a rios y
guebradas, asociadas a fallas en plantas de tratamiento y a manejos inadecuados de
sistemas locales. En octubre de 2024, autoridades ambientales reconocieron
publicamente la creciente preocupacion por los afluentes contaminados debido al
vertido de aguas residuales y servidas (Ministerio de Ambiente, 2025). Esta situacion
evidencia la necesidad urgente de contar con tecnologias mas sostenibles y efectivas
para el manejo de las descargas.

En este contexto, los métodos biolégicos han emergido como una alternativa
innovadora y sostenible. Entre ellos, la biorremediacién con microalgas, conocida
como ficorremediacion, ha demostrado ser eficaz en la eliminacion de nutrientes,
metales pesados y patdgenos. Las microalgas no solo contribuyen a la depuracion al
absorber nitrégeno y fésforo, sino que ademas proporcionan oxigeno a bacterias
aerdbicas heterotréficas, favoreciendo la mineralizacion de contaminantes organicos,
mientras aprovechan el CO, producido en la respiraciéon bacteriana (Mufioz &
Guieysse, 2006).

En afios recientes He et al. (2013) mencionan que multiples investigaciones han
evidenciado la relevancia de las interacciones simbidticas entre microalgas y bacterias
para optimizar la depuraciéon de aguas residuales, un ejemplo notable es en su
investigacion donde us6 la microalga C. vulgaris en consorcio con bacterias autdctonas
de las aguas residuales, alcanzando remociones de hasta 97% de amonio y 98% de

fosfatos.



En Panama, la literatura cientifica en esta area aun es escasa. En la Universidad
Autonoma de Chiriqui (UNACHI), Vega Quiel 2022 evalué el crecimiento de microalgas
Chlorella sorokiniana en aguas residuales de distinta procedencia, analizando su
capacidad depuradora. Sin embargo, este es uno de los pocos estudios nacionales

reportados, lo que contrasta con la amplia evidencia internacional.

En consecuencia, la presente investigacion se centra en las bacterias simbioticas
asociadas a C. vulgaris en el proceso de depuracion de aguas residuales industriales.
El objetivo principal es caracterizar estas bacterias y determinar su influencia en la
eficiencia de depuracion, aportando evidencia cientifica local que contribuya al
desarrollo de alternativas sostenibles para el manejo de las aguas residuales en

Panama.

1.2.Hipétesis
Ho: No existe diferencia significativa en los parametros de NOs', NH3, PO4% y
DQO entre el tratamiento con C. vulgaris asociada a bacteria autéctonas y el
grupo control.
Ha: Existe diferencia significativa en los parametros de NOz", NH3, PO4% y DQO
entre el tratamiento con C. vulgaris asociada a bacteria autéctonas y el grupo

control.

1.3.0bjetivo general
e Evaluar la simbiosis entre bacterias autdctonas con C. vulgaris para la

depuracion de aguas residuales.

1.4.0Objetivos especificos
e Determinar los parametros de crecimiento de la microalga C. vulgaris en

aguas residuales.
e Identificar las bacterias autéctonas presentes en las aguas residuales.

e Evaluar la remocion (%) de los nutrientes (nitrato, fosfato y amonio) y

materia organica (DQO) presentes en las aguas residuales.



e Monitorear pardmetros de crecimiento como pH, temperatura, actividad

fotosintética y luz durante el ensayo de depuracion.

e Comparar los resultados obtenidos con la normativa panamefia DGNTI-
COPANIT 35-2000.

1.5.Alcance del trabajo
Este estudio se llevd a cabo en el Centro de Investigacion de Productos Naturales y
Biotecnologia (CIPNABIOT) y en el Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia de la
Facultad de Ciencias Naturales y Exactas de la Universidad Autdbnoma de Chiriqui,
ubicada en el distrito de David, provincia de Chiriqui, Panamé. El muestreo consistio
en tres muestras de aguas residuales. La finalidad principal de esta investigacion fue
evaluar cuales eran las bacterias presentes en las aguas residuales y su simbiosis con

C. vulgaris en la depuracion de aguas residuales.

Esta investigacion contribuye a la basqueda de una alternativa sostenible para el
tratamiento de aguas residuales, ayudando a la reduccion de contaminantes que
afectan a la salud publica y calidad de recursos hidricos. Ademas, representa una
oportunidad, a las empresas generadoras de aguas residuales, para explorar métodos
biolégicos de depuracién, mas accesibles y amigables con el ambiente.

Fortalece las lineas de estudio en biotecnologia de microalgas de la universidad,
contribuyendo a la base de conocimientos que podran ser utilizada como referencia
para futuros proyectos e investigaciones, también permite fortalecer la formacion de
profesionales en el manejo sostenible del agua, desarrollando competencias en

diversas areas como microbiologia y tratamiento biolégico de efluentes.

También, fomenta el desarrollo de nuevos métodos y técnicas, desarrollando sistemas
experimentales basados en consorcios microalga-bacteria, las cuales pueden

optimizarse y adaptarse a distintos tipos de agua residual.

1.6.Limitaciones
Durante el desarrollo de esta investigacion se presentaron diversas limitaciones que
influyeron en el tiempo, recursos y ejecucion de los experimentos. La identificacion y

aislamiento de las bacterias que pueden establecer una simbiosis con C. vulgaris
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presenta su complejidad debido a que algunas bacterias pueden ser dificiles de cultivar

o requieren de condiciones mas especificas para su desarrollo en el laboratorio.

Ademas, la identificacion de las bacterias se realiz6 mediante pruebas bioquimicas,
debido a la carencia de equipos para analisis moleculares lo cual permitiria de esta
manera una identificacion mas precisa. No obstante, las pruebas bioquimicas
empleadas, a pesar de sus limitaciones, permitieron obtener una aproximacion util de

la diversidad bacteriana presente en las muestras obtenidas.

Otra de las limitaciones estuvo relacionada con los cultivos microalgales, ya que el
desarrollo de C. vulgaris en aguas residuales industriales no siempre fue uniforme,
requiriendo un control riguroso de luz, temperatura y nutrientes. También la generacion
de un in6culo adecuado, puesto que fue necesario alcanzar concentraciones celulares
estables antes de iniciar los ensayos, demandando tiempo adicional y un monitoreo

frecuente.

El acceso al agua residual industrial también presenté ciertas dificultades, debido a
gue fue necesario coordinar con la empresa generadora de estas aguas para el ingreso
a sus instalaciones y para obtener las muestras en cantidades suficientes para la

investigacion.

En cuanto al aspecto econdémico, el costo de los reactivos y equipos utilizados en los
analisis fisicoquimicos y microbiolégicos constituyd una limitante ya que algunos
insumos especificos no estan disponibles localmente y debian adquirirse con tiempos

de entrega prolongados, retrasando de esta manera el cronograma planteado.

1.7. Justificacion
El aumento de la poblacion y el crecimiento industrial generan un mayor volumen de
aguas residuales, cuya descarga sin tratamiento adecuada amenaza la calidad de las
fuentes de agua (Delvalle-Borrero et al., 2022; Kulzhanova et al., 2024). Entre las
alternativas de tratamiento, las microalgas destacan por su capacidad de absorber
nitrogeno y fbésforo, aprovechando los nutrientes presentes en estos efluentes
(Gongalves et al., 2017).



La interaccidn de microalgas con bacterias autoctonas favorece procesos de mutuo
beneficio, ya que estos pueden estimular su crecimiento mediante la provision de
nutrientes, vitaminas o diéxido de carbono, contribuyendo a una mayor eficiencia en la
depuracion (Moronta et al. 2006; Wang et al. 2014). Sin embargo, los estudios que
caracterizan estas interacciones y las poblaciones bacterianas en aguas residuales

son aun limitadas (Ferrero et al., 2012; Unnithan et al., 2014).

La gestion inadecuada del agua en el pais repercute directamente en la salud publica,
la biodiversidad y el desarrollo sostenible. La aplicacion de sistemas biolégicos
innovadores, como el uso de microalgas y bacterias, ofrece una alternativa sustentable
y de bajo costo. Ante este panorama, esta investigacion busca aportar una alternativa
e informacién sustentada en el uso de microalgas (Chlorella vulgaris) en asociacion
con bacterias autoctonas presentes en las aguas residuales, como una estrategia de

depuracion.

Es una propuesta que ofrece una solucion viable para reducir cargas contaminantes
como nitrogeno, fosforo y materia organica de las aguas residuales industriales y que,
al ser implementada, contribuye a la mejora de la calidad de los efluentes tratados, asi

como minimiza los impactos ambientales que puedan ocasionar.

En Panama, la investigacion en biorremediacion con microalgas es aun escasa, lo que
dificulta la generacion de estrategias efectivas de tratamiento. Este estudio busca
aportar informacion cientifica y practica sobre el uso de microalgas en simbiosis con
bacterias autdctonas de las aguas, proponiendo de esta manera una alternativa
sostenible y ambientalmente responsable, con el fin de contribuir a la gestién de los

recursos hidricos en el pais.
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2. MARCO TEORICO

2.1.Aguas residuales industriales
Las aguas residuales son generadas por diversas actividades antropogénicas que
pueden afectar su calidad, produciendo efectos negativos en el ambiente y la salud
humana, cuando estas son vertidas sin ser tratadas adecuadamente (Medrano et al.,
2024); presentan una mezcla de componentes, como compuestos organicos e

inorgénicos y sintéticos (Kumar et al., 2022; Manasa & Mehta, 2020).

La composicion de las aguas residuales puede variar en funcién de su ubicacion como
de la actividad que se realice, desde areas como la agricultura, industrial y granjas
(Acién et al., 2016). Los principales contaminantes son el nitrogeno y el fésforo,
contribuyendo de esta manera a la eutrofizacion de lagos y rios, si no se tratan y vierten

de manera adecuada (Liu et al., 2016).

Estas aguas pueden ser generadas por residenciales, comercios, industrias que
incluyen cualquier tipo de contaminante o desechos, su composicion varia
ampliamente dependiendo de su origen, los cuales pueden contener desde virus,
bacterias patégenas y no patdgenas, asi como pardsitos (Sonune & Garode 2015).

Las aguas residuales industriales van a variar en cantidad, composicion y fuerza,
debido a la fuente industrial especifica. Estos efluentes, ademas de los contaminantes
tipicos de las aguas residuales domésticas, pueden incluir otros compuestos

peligrosos, entre ellas los metales pesados (Oladimeji et al., 2024).

Las aguas residuales producidas por las actividades industriales pueden clasificarse
en cinco grandes grupos: aquellos con efluentes organicos, generadas por mataderos
y lecherias, efluentes inorganicos como las refinerias, efluentes mezclados con ambos
compuestos como en las refinerias; efluentes con sélidos en suspension producidos
en lavaderos de minerales y los efluentes de refrigeracion que provienen de centrales

térmicas y nucleares (Candela Orduz, 2016).

La liberacion de estas aguas residuales representa una amenaza significativa para

aguellos cuerpos de agua que actian como receptores, debido a que estos efluentes
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suelen contener altas concentraciones de compuestos organicos e inorganicos, dando

lugar a la eutrofizacién (Rawat et al., 2011).

2.2.Microalgas
Las microalgas son organismos fotosintéticos que se pueden encontrar en ambientes
acuaticos, desde aguas dulces y marinas como corrientes de diversas fuentes de
aguas residuales, incluso existen especies que pueden crecer en rocas 0 suelos, o en
asociaciones simbitticas con plantas, animales y hongos (Liu et al., 2016,
Santaeufemia Sanchez, 2019). Para su desarrollo y crecimiento, requieren
principalmente de carbono (principalmente COz), magnesio, hierro, fosforo, calcio,
nitrégeno, potasio, azufre, también de otras moléculas organicas e inorganicas

complejas (Santaeufemia Sanchez, 2019).

Son microorganismos fundamentales en la produccion primaria de los ecosistemas
acuaticos y desempefian un papel importante dentro de la cadena tréfica, poseen un
tamafo promedio de 5-50 um, contienen clorofila a, pigmento que les confiere su
caracteristico color verde. Ademas, son fuente de diversos compuestos utilizados de
interés industrial, como carotenoides, lipidos, polisacaridos, entre otros (Candela
Orduz, 2016).

Son microorganismos que pertenecen al Reino Protista, organismos de vida libre
donde su metabolismo es fotoautétrofo, aunque algunas especies pueden ser
mixotroficas o heterétrofas. Poseen cloroplastos, comparten caracteristicas similares
con plantas terrestres y macroalgas, como la presencia de membrana tilacoidal,

clorofila a 'y b, pigmentos como B-caroteno y xantofilas (Barreiro Vescovo, 2019.)

Las microalgas desempefian un papel de importancia tanto en el mantenimiento como
en la sostenibilidad de cualquier ecosistema, debido a su capacidad de poder
adaptarse a los cambios ambientales y a su deterioro. Segun Santaeufemia Sanchez
(2019), las microalgas pueden biodegradar o biotransformar aquellos contaminantes
organicos a través de su accion metabdlica, y los mecanismos de eliminacion que

incluyen desde la acumulacion, la degradacion y la transformacion o mineralizacion.
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2.3.Microalgas en la depuracion de aguas residuales
Estas aguas residuales pueden ser usadas para la produccion de microalgas como
también para la purificacién de las mismas, esto es debido a que contienen carbono,
nitrégeno y fésforo como otros nutrientes en menor cantidad, dando como resultado a
una composicion de aguas similar a los medios de cultivo utilizados para la produccion

microalgal (Acién et al., 2016).

Generalmente las aguas residuales utilizadas como medio de cultivo para las
microalgas son aguas que ya han sido pretratadas de manera parcial o total, y se
utilizan para mejorar las caracteristicas del agua antes de ser vertidas a los cuerpos

de agua (Medrano et al., 2024).

Las microalgas se han consolidado como unos organismos prometedores para la
biorremediacion en etapas terciarias del tratamiento de aguas residuales, gracias a su
versatilidad metabdlica. Estos microorganismos no solo generan subproductos con
baja o nula toxicidad, sino que ademas producen biomasa, la cual puede aprovecharse
para la elaboracion de productos como los bioestimulantes o biocombustibles (Sousa
et al.,, 2024). Ademas, su capacidad para poder realizar metabolismo, heterétrofo y
mixotrofico, fotoautodtrofo, convirtiéndolos en organismos flexibles para el tratamiento

de aguas residuales desde industriales, hasta municipales (Aldrin Alberca et al., 2023).

Segun Gongalves et al. (2017), el utilizar a las microalgas para la eliminacion de los

nutrientes de las aguas residuales, presentaria varios beneficios:

v EI Ny P asimilado por estos microorganismos se podrian reciclar mediante la
produccién de biofertilizantes a partir de la biomasa producida por la misma.

v' La biomasa puede ser utilizada para la elaboracion de otros productos como
alimentos, productos farmaceuticos.

v' Ademas, que se vierte un efluente oxigenado a los cuerpos de agua.

Los sistemas basados en microalgas pueden estar conformados por comunidades
celulares que incluyen cultivos puros, que son de una sola especie (Monocultivo),

hasta asociaciones de diversas especies de microalgas (Policultivos), o consorcios
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mixtos en los que interactan microalgas con otros microorganismos como las

bacterias de manera simbiodtica (Sousa et al., 2024).

Especies de microalgas como C. vulgaris ha demostrado un efecto positivo en la
eliminacién de los principales elementos inorganicos que se encuentran presentes en
las aguas residuales (Fathi et al., 2013) La especie Scenedesmus obliquus segun, Ji
et al. (2013), también demuestra ser bastante prometedora en la biorremediacién de
aguas residuales provenientes de las granjas porcinas.

Vega Quiel (2022), en su investigacion evalué el crecimiento y la capacidad
depuradora de la microalga Chlorella sorokiniana, cultivada en cinco aguas residuales
de distintas procedencias, obtuvo como resultado una eliminacién favorable de nitratos
como de fosfatos que sobrepasé el 50% para los ensayos de agua residual de distinta

procedencia.

Los sistemas basados en microalgas permiten la eliminacion simultanea de materia
organica y nutrientes con costes energéticos minimos (fotobiorreactores alimentados
por energia solar) basandose en una relacibn mutuamente beneficiosa que se
establece entre microalgas y bacterias durante el tratamiento de aguas residuales
(Ferrero et al., 2012)

2.4.Mecanismo de captacion de nutrientes en las aguas residuales por las
microalgas
2.4.1. Nitrégeno
El nitrégeno de acuerdo con Umamaheswari & Shanthakumar, (2016) es un nutriente
esencial para el sistema de crecimiento de las microalgas. Las microalgas
desempefian un papel vital en la conversion del nitrdgeno inorganico a su forma
organica mediante un proceso de asimilacion que pueden realizar todas las microalgas
eucariotas, las cuales requieren nitrégeno inorganico en forma de nitrito (NO;"), nitrato
(NO3’), amoniaco (NHs) e ion amonio (NHs4*). En general, la transformacioén del
nitrégeno inorganico se produce a través de la membrana plasmatica de las
microalgas, seguida de la reduccién de NO; a NO, y posteriormente a NH4*, que

posteriormente se integra en aminoacidos.
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2.4.2. Fésforo
El fosforo también es un factor clave en el metabolismo energético y el crecimiento de
las microalgas. Segun Umamaheswari & Shanthakumar, (2016) durante el
metabolismo, los fosfatos, en forma de dihidrogenofosfato (H,POs) vy
monohidrogenofosfato (HPO4?2), se asimilan a los organicos componentes mediante el
proceso denominado fosforilacion. Este proceso libera adenosin difosfato (ADP) y
adenosin trifosfato (ATP) en presencia de un aporte energético que posiblemente se
obtiene de la oxidacion del sustrato en el sistema o de la luz en el caso de la

fotosintesis.
Figura 1

Mecanismo de asimilacion de nutrientes en las aguas residuales por la microalga
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2.5.C. vulgaris

Las microalgas del género Chlorella spp. son un gran grupo de microorganismos
eucariotas, unicelulares y fotosintéticos que estdn ampliamente distribuidos en
ambientes de agua dulce. Chlorella spp. puede crecer de forma fotoautotrofa y ha sido
usada como modelo en diversas investigaciones. Se encuentran entre los pocos
grupos de microalgas capaces de usar C organico para el crecimiento heterotrofo, lo
cual dota a Chlorella spp. de una flexibilidad metabdlica en respuesta a la perturbacion
ambiental (Santaeufemia Sanchez, 2019).

Este género debido a estas caracteristicas y a su gran capacidad metabdlica ha
despertado interés como una potencial microalga para la produccion industrial de
biomasa, para la obtencion de lipidos a partir de su biomasa (Vega Ayala, 2022) de

biodiesel (Sanchez-Borroto et al., 2018) entre otros.

C. vulgaris es una microalga fotosintética que fue descubierta por primera vez por el
microbiélogo y botanico holandés Martinus Willen Beijerinck en 1980, pertenece al
reino Protista, su division es Chlorophyta, orden Chlorococcales, familia Chlorellaceae,
del género Chlorella, se caracteriza por su color verde brillante y por su forma esférica
con un didmetro de 2-10 um. Es una de las especies de microalgas mas estudiadas
experimentalmente, debido a su gran adaptabilidad a diferentes ambientes, desde

aguas residuales, frescas hasta en el suelo (Medrano, 2024).
Figura 2

Chlorella vulgaris
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Posee una alta velocidad de crecimiento ademas de exhibir un gran potencial para el
tratamiento de aguas residuales, ya que puede tolerar condiciones ambientales
rigurosas que son encontradas en estas aguas y asimila de manera eficiente el

nitrégeno y fésforo presentes en estas aguas (Prieto Marquez et al., 2020)

Fathi et al. (2013), estudi6 la ficorremediacion y el potencial de la produccion sostenible
de biocombustibles de algas especificamente C. vulgaris utilizando aguas residuales,
ya que tienen el potencial para generar cantidades significativas de biomasa y aceites
aptos para la conversion a biodiesel. Los resultados obtenidos indican que el cultivo
de C. vulgaris en aguas residuales posee un efecto positivo en la eliminacion de
aquellos principales compuestos inorganicos que se encuentran presentes en las
aguas residuales, ademas que con la produccion de biomasa resultante se puede

utilizar como una fuente de energia renovable.

2.6.Consorcio Microalga-Bacteria
Los sistemas de microalgas-bacterias proporcionan una eliminaciéon eficiente de los
nutrientes presentes en las aguas residuales de diferentes fuentes e incluso pueden
promover su desinfeccion (Sousa et al.,, 2024). Las microalgas y las bacterias
interactian de varias maneras, de manera simbiética, es decir mutualismo, a la

competencia, o sea antagonismo (Aditya et al., 2022).

Estos microorganismos estan en el equilibrio de la composicién atmosférica, desde la
fijacion del carbono y el rechazo de oxigeno, contribuyendo de esta manera a la vida
animal y vegetal. Son capaces de colonizar todo tipo de ambientes, desde aguas
saladas, salobres, hasta las aguas residuales, esto es debido a su capacidad para

adaptarse a estos ambientes y sobrevivir (Al-Mayah et al., 2018).

Las microalgas y bacterias coexisten en diversos ecosistemas acuaticos, desde
columnas de agua hasta sedimentos, en ambientes dulceacuicolas como marinos.
Ademas de su metabolismo fotosintético, donde producen biomasa, diversas especies
microalgales pueden utilizar compuestos organicos mediante la mixotrofia o
heterotrofia (Perez-Garcia et al., 2011; Nafiez et al., 2024). Por su parte, las bacterias
también participan en la degradacién de materia organica y en conjunto su diversidad

aporta beneficios simbidticos y alto valor ambiental (Aditya et al., 2022).
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El intercambio de nutrientes es la base del mutualismo entre microalgas y bacterias, el
cual es una interaccion biolégica existente entre dos o0 mas organismos de diferentes
especies donde se benefician mutuamente (Fuentes et al., 2016). Durante la
fotosintesis, las microalgas liberan Oz, que las bacterias emplean como aceptor de
electrones para degradar materia organica, generando CO2 que posteriormente es
asimilado por las microalgas (Zhang et al., 2020). Asimismo, la microalga puede
beneficiarse de compuestos esenciales suministrados por las bacterias, como vitamina
B, nitrégeno fijado, lo que favorece un crecimiento microalgal mejorado (Fuentes et al.,
2016).

Figura 3

Posibles interacciones establecidas entre microalgas y bacterias
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Nota. Adaptada de Barreiro Vescovo, 2019.

Asimismo, algunas bacterias asociadas facilitan la biofloculacion de microalgas
mediante la produccién de polisacaridos y proteinas, mejorando la eficiencia y

reduciendo los costos del proceso de cosecha (Zhang et al., 2020).

Ademas de las relaciones mutualistas presentes entre microalgas y bacterias, también
estan las relaciones antagénicas sobre la fisiologia y el metabolismo de los mismos.
Las bacterias pueden producir metabolitos toxicos que tienen la capacidad de inhibir
el crecimiento excesivo de microalgas (Zhang et al., 2020). También pueden inhibir su
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crecimiento modificando el microambiente en el que ambas se encuentran y
compitiendo entre ellas por los nutrientes disponibles en las aguas residuales (Wang
et al., 2014)

Ademas, las microalgas son capaces de liberar moléculas bactericidas, inhibiendo de
esta manera el crecimiento de las bacterias, tal es el caso del género Chlorella sp.,
produce la clorelina, molécula con actividad antibacteriana en especies como
Staphylococcus auereus y Escherichia coli (Barreiro Vescovo 2019). Las microalgas
también pueden ser beneficiosas para las bacterias, ya que pueden liberar metabolitos
extracelulares cooperando con su crecimiento, ademas de ofrecerle un habitat donde

las protegen de condiciones ambientales adversas (Gongalves et al., 2017).

Comprender las interacciones entre las microalgas y bacterias es clave para optimizar
el rendimiento en la eliminacion de nutrientes en las aguas residuales. Estas
interacciones entre los microorganismos pueden variar desde relaciones simbidticas
como competitivas, las cuales se pueden basar en el intercambio de energia y de
nutrientes (Aditya et al., 2022).

Segun Zhang et al. (2020) las interacciones entre microalgas y bacterias pueden
mejorar el rendimiento del tratamiento de aguas residuales, tanto municipales como

las industriales:

v' Permite el intercambio de metabolitos y soporta periodos de limitacién de
nutrientes.

v Resiste la contaminacion por otras especies.

v' Le proporciona robustez al medio ambiente.

v Mejora la absorcion general de nutrientes presentes en las aguas residuales.

2.7.Normativas Ambientales vigentes en Panama
El Ministerio de Ambiente (MiAmbiente), es la entidad encargada de regular y
supervisar las fuentes hidricas del territorio panamefio. Sus controles han evidenciado
qgue la principal fuente de contaminacion del agua en el pais es el vertido de aguas
residuales en los cauces superficiales, tanto de rios como de quebradas (Rodriguez &
Zarraonandia, 2016).
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La descarga de aguas residuales representa una fuente significativa de nutrientes,
principalmente de fésforo y nitrégeno, en cuerpos de agua, contribuyendo de esta

manera a la eutrofizacion y al deterioro ambiental (Aditya et al., 2022).

La concentracion de contaminantes y nutrientes de las aguas residuales tratadas se
encuentran reguladas por leyes, decretos y normas, estableciendo su calidad
apropiada para su vertido en aguas superficiales o su posterior uso (Rodriguez &
Zarraonandia, 2016).

El reglamento técnico DGNTI-COPANIT 35-2000, establece los limites permisibles que
deben cumplir los vertidos de efluentes liquidos provenientes de actividades,
domésticas, comerciales e industriales, las cuales son descargadas a cuerpos de agua
y masas de agua superficiales y subterraneas. En la Tabla 1 se encuentran algunos
de los pardmetros con el maximo permisible que deben cumplir los vertidos de

efluentes liquidos.
Tabla 1

Parametros con el maximo permisible para ser vertidos a los cuerpos de agua

receptores
Parametros Unidad Expresion Limite maximo permisible
Fosforo total mg/L P 5
Demanda Quimica de mgO2/L DQO 100
Oxigeno
Nitratos mg/L NO3z 6
Nitrato organico mg/L N 10
Nitrogeno amoniacal mg/L N-NHs 3
Olor - - No perceptible
pH - pH 5,5-9,0
Temperatura °C - 3°CdelaT.N.

Nota. Fuente adaptada de Direccion General de Normas y Tecnologia Industrial, 2000.

Las concentraciones se refieren a valores totales. T.N: Temperatura normal del sitio.
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Por medio de este reglamento técnico, se protege la salud de la poblacion, el medio
ambiente, y se preservan los recursos hidricos de la contaminacion derivadas de las

actividades industriales, comerciales y domeésticas.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1.Poblacién

3.1.1. Muestra

Microorganismo: La microalga de estudio fue C. vulgaris,
muestreada, niumero de permiso de muestreo ARB-111-2023, por
miembros del grupo BIOMI-CIPNABIOT en Baru-Chiriqui y aislada por
Andrea Polo y Byron Alvarez. La identificacion fue realizada en
colaboracion con miembros del CIMAR Universidad de Costa Rica,
esta microalga reposa en el area de investigacion del grupo BIOMI-
CIPNABIOT.

Agua Residual: La muestra de agua residual fue recolectada
directamente del dltimo punto de efluente del sistema de tratamientos
de aguas residuales de la empresa seleccionada, antes de pasar por
el proceso de desinfeccion con luz ultravioleta y antes de ser vertida.
Se realizaron tres muestreos, uno para ensayo preliminar y otros dos
para los ensayos finales, se recolectaron tres litros de agua residual
utilizando recipientes estériles y fueron transportadas en condiciones
de refrigeracion a 4°C y luego transportadas al laboratorio para sus

andlisis.

3.1.2. Tipo de muestreo

e Disefio completamente al azar.

3.2.Métodos e instrumentos de investigacion.

3.2.1. Microalgas

e Crecimiento del in6culo

Los materiales, como vasos quimicos (KIMAX Kimble de 100, 250 y 400 mL), pipetas
(DISPOSABLE Kimble de 5 mL), Erlenmeyer (KIMAX Kimble de 500 y 1000 mL)
probetas (ValueWare Kimble 100 y 500 mL), fueron esterilizados en la autoclave ALP
CL-40LDP (ALP Co., Ltd.). a una temperatura 135°C y a una presion de 1 atm. Una

vez esterilizados los materiales, el inoculo de la microalga C. vulgaris se hizo crecer

libre de contaminantes en medio BG-11, en un periodo de 20 dias. En este crecimiento
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se utilizé el sistema de cultivo batch (estatico) utilizando un volumen de 1 litro, a
temperatura de 22-24 °C, agitacion constante, rango de pH 7-8 e iluminacion PAR
(Radiacion Fotosintéticamente Activa, 400-700 nm), el crecimiento celular se evaluo
mediante técnicas espectrofotométricas (ABS: 680nm) y por conteo celular.

e Crecimiento con agua residual esterilizada (Control)

Se utilizaron 400 mL de agua residual previamente esterilizada mediante autoclave
(121°C, 15 minutos). Se le afadi6é el in6culo de Chlorella vulgaris, previamente
centrifugada Hermle Z287-A a 5000 rpm por 5 minutos para separar el medio en el que
se encontraba y la microalga, correspondiente al 20% de volumen total, es decir 80 mL
de cultivo de la microalga. Esta agua residual estéril fue inoculada Unicamente con la
microalga C. vulgaris lo que permite evaluar su capacidad de remocion de nutrientes

en ausencia de bacterias.

Se utilizaron 400 mL de agua residual previamente esterilizada en autoclave (121°C,
15 min). Se tomaron 80 mL de cultivo de C. vulgaris y se distribuyeron en dos tubos
de 40 mL cada uno, los cuales se centrifugaron a 5000 rpm por 5 minutos en un equipo
Hermle Z287-A. Una vez obtenido el pellet este se afiadié a los 400 mL de agua
residual estéril, constituyendo a un inoculo equivalente al 20% del volumen total. La
mezcla obtenida consisti6 en agua residual estéril inoculada Unicamente con C.

vulgaris en ausencia de bacterias.
e Crecimiento en aguaresidual

En una botella de vidrio de borosilicato (KIMAX) de 2000 mL, se agregaron 1200 mL
de agua residual, al cual se le afiadié 240 mL del inéculo de C. vulgaris. Se agito
constantemente, luego se colocé 400 mL, en tres Erlenmeyer (KIMAX Kimble de 500

mL), las muestras se trabajaron por triplicado.

Cada crecimiento en agua residual fue evaluado frente al tratamiento control, con
analisis de pH, temperatura y actividad fotosintética (Fv/Fm), todos los cultivos fueron
mantenidos en condiciones controladas de laboratorio, con exposicion de 24 horas luz

y agitaciéon constante.
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Para el analisis de pH se utilizé el phmetro OAKTON pH 150 Waterproof, para medir
la temperatura se empleé el POWLAKEN digital thermometer y para el analisis de
actividad fotosintética fue usado el AQUAPEN-C AP110/C.

e Crecimiento celular

La cinética de crecimiento de la microalga se evalu6 empleando la técnica de
espectrofotometria, de acuerdo a la productividad de biomasa generada por dia. Para

este andlisis se realiz6 un grafico de ABS a una A de 680 nm vs Concentracion (g/Ld).

Para realizar el grafico se prepararon 5 patrones con concentraciones (%) de 20, 40,
60, 80 y 100 del in6culo microalgal, a estos patrones se le evaluaron los soélidos
suspendidos (mg/L), utilizando el sistema de filtracion al vacio (KIMBLE), donde se
filtr6 10 mL de cada patron, utilizando filtros secos (Glass Microfiber Filter Media, Grado
F, THOMAS SCIENTIFIC) donde se realizaron 5 veces hasta llegar a un peso
constante, los cuales posteriormente fueron secados a 105°C por 24 horas en un
horno. Seguidamente a cada uno de los patrones se le evaluo la absorbancia a una

longitud de onda de 680 nm, utilizando el espectrofotometro HACH DR3900.
e Evaluacién del consumo de nutrientes

La evaluacion de consumo de nutrientes de nitratos, fosfatos y amonio se realizé a
través de técnicas espectrofotométricas. La concentracion de nitrato se analizé
mediante el método de reduccién de cadmio, empleando almohadillas HACH, (0,3-
30,00 mg/L)-Nitraver 5; para el consumo de fosfatos, se utilizé6 el método de azul de
acido ascorbico, con almohadillas HACH (0,02-2,50 mg/L)-PhosVer 3; para el amonio
se utilizé el método de salicilato HACH (2-47 mg/L)- TNT plus 832 y para la Demanda
Quimica de Oxigeno se us6 el método de digestion del reactor DQO HR 20-1500 mg/L.

La concentracion se evalud al inicio y al final del ensayo segun cada tratamiento.

Demanda quimica de oxigeno (20-1500 mg/L)-Método 8000, Extraido de HACH
Company (1992)

- Se procedié a encender el reactor HACH DRB200 y precalentar a 150°C. Luego se

destaparon los tubos de reactivo de digestion de DQO.
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- Para la preparacion del blanco, se tom6 un tubo a 45° y con una micropipeta se le
agrego 2 mL de agua destilada. Para la preparacion de la muestra, se realizé el mismo

procedimiento, donde se le agrego 2 mL de la muestra a analizar.

- Se taparon los tubos y se mezclé suavemente varias veces, teniendo precaucion ya
gue los viales se calentaban mucho durante la mezcla, luego se colocaron los viales

en el reactor y se cerro la tapa.

- Estos viales se calentaron por dos horas a 150°C y luego se dejaron enfriar en una
rejilla para tubos a temperatura ambiente, para proceder a su analisis en el
espectrofotometro a una longitud de 620 nm.

Determinacion de fosfatos con almohadilas HACH (Phosver 3 0,02-2,50 mg/L)-
Método 8048, Extraido de HACH Company (1992)

- Se inicio con el programa P, se preparo6 la muestra llenando una celda con 10 mL de
la misma, luego se le afiadi6 el contenido de reactivo de Phosver en polvo, y se agité

vigorosamente durante 30 segundos para mezclar y se dej6 reposar por dos minutos.

- Para el blanco, se llen6 otra cubeta con 10 mL de agua destilada, luego se le afiadié
el contenido de reactivo de Phosver en polvo, y se agitd vigorosamente durante 30

segundos para mezclar y se dej6 reposar por dos minutos a temperatura ambiente.

- Luego del tiempo de reposo, se limpiod el exterior de la cubeta (blanco), se coloc6 en
el porta cubetas y se seleccioné Cero en la pantalla, marcando 0.00 mg/L POs % a una
longitud de 880 nm.

- Luego del tiempo de reposo, se limpio el exterior de la cubeta (muestra), se colocé
en el porta cubetas y se seleccion6 Medicion en la pantalla, marcando el resultado en
mg/L POa 3 a una longitud de 880 nm.

Determinacion de Nitratos con almohadilas HACH (Nitraver 5 0,3-30,00 mg/L)-
Método 8039, Extraido de HACH Company (1992)

- Se inici6 con el programa 355 N, se prepar6 la muestra llenando una cubeta con 10

mL de la misma, luego se le afiadié el contenido de reactivo de Nitraver en polvo, y se
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agité vigorosamente durante 1 minuto para mezclar y se dejé reposar por cinco

minutos a temperatura ambiente.

- Para el blanco, se llen6 otra cubeta con 10 mL de agua destilada, luego se le afiadié
el contenido de reactivo de Nitraver en polvo, y se agito vigorosamente durante 1

minuto para mezclar y se dejo reposar por cinco minutos.

- Luego del tiempo de reposo, se limpio el exterior de la cubeta (blanco), se coloc6 en

el porta cubetas y se seleccion6 Cero en la pantalla, marcando 0.00 mg/L NOs™-N.

- Luego del tiempo de reposo, se limpié el exterior de la cubeta (muestra), se coloco
en el porta cubetas y se seleccioné Medicion en la pantalla, marcando el resultado en
mg/L NOs-N a una longitud de 500 nn.

Determinacion de Nitrdgeno amoniacal TNT plus 832 (2-47 mg/L)-Método 10205,
Extraido de HACH Company (1992)

- Se quité con cuidado la tapa de lamina protectora del DosiCap Zip, luego se
desenrosco la tapa de la cubeta y se le agreg6 0.2 mL de la muestra a analizar. Luego
se volted el DosiCap Zip para que el lado del reactivo apunte hacia la cubeta y se

vuelve a enroscar.

- Se agitd la cubeta ya tapada 2-3 veces para que el reactivo del tapon se disuelva
adecuadamente y se espera 15 minutos. Luego del tiempo de espera, se agitdé un poco

la cubeta y se limpi6 por el exterior.

- Se coloco la cubeta preparada en el soporte porta cubetas del espectrofotometro, el
cual leyé el codigo de barras y llevara a su andlisis, marcando su resultado en mg/L

NHs-N a una longitud de 694 nm.
La eficiencia de eliminacion en porcentajes se determiné utilizando la siguiente

ecuacion:

L
Conc.inical (%)

Conc.inicial (M) — Conc. final (%)
E3

% de Remocibén = 100
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e Ensayo Preliminar
Tabla 2

Caracteristicas del ensayo preliminar empleado como base metodologica

Aspecto Descripcion

Punto de muestreo Ultimo punto de efluente del sistema de
tratamientos de aguas residuales.
In6culo microalgal C. vulgaris, 20% volumen total, con
biomasa inicial de 2.5 g/L.
Aguaresidual utilizada Agua residual de tipo industrial, sin diluir
y se utilizé un volumen de 1600 mL.

Duracién del estudio (d) Nueve dias
Variables T (°C), pH, FV/Fm, NH,*, NO3;~, PO,y
DQO.

3.2.2. Bacterias:

e Aislamiento de bacterias

El aislamiento de bacterias se realiz6 antes del proceso de depuracion y al final del
proceso, con el objetivo de saber cuales eran las bacterias presentes al inicio y al final

de todo el ensayo.

Se realiz6 una dilucion seriada de la muestra, se tom6 1 mL y se llevo a un tubo de
ensayo con tapa rosca que contenia 9 mL de Agua Peptonada Estéril (APE) de la
empresa SCHARLAU 07-489-500g y se homogenizé. Esta dilucion se llevo hasta
1/1049, debido a que la muestra de agua obtenida contuvo un alto contenido de
bacterias. Luego se realizé la técnica vertida en placa, de cada dilucion, se extrajo 1
mL y se coloco en un plato Petri, se le afiadio 2 gotas de tetrazolio y posteriormente el
agar de recuento de la empresa HIMEDIA M091 500g, el cual se prepar6é como medio
de cultivo para el crecimiento de los microrganismos, se dejo en incubacion durante
24 horas a 37°C en una incubadora THERMO SCIENTIFIC Heratherm 1GS60.
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Pasado el periodo de incubacion, se realizo el recuento de unidades formadoras de

colonias. El cual se calcula con la siguiente ecuacion:

UFC _ Numero de colonias por placa * factor de dilucion

mL mL de la muestra

e Caracterizacion morfolégica de las bacterias

Se estudio la morfologia de las colonias obtenidas, donde se observaron
caracteristicas como forma, color, mucosidad, bordes y elevacion de las colonias. Se
realizaron tinciones de Gram en las colonias que mostraban el mejor aislamiento, las
cuales fueron seleccionadas para su identificacion mediante pruebas bioquimicas

obtenidas a partir del agar recuento.

Estas colonias aisladas seran sembradas, posteriormente por medio del método de
agotamiento por estria con asas, en placas Petri con Medio Agar MacConkey de la
empresa HIMEDIA MO081 500g, Agar Eosina Azul de Metileno (EMB) de la empresa
HIMEDIA M317 5009 y Agar Sangre. Estas placas se incubaron a 37°C durante 24-48

horas.
e Identificacion de las bacterias mediante pruebas bioquimicas

Las colonias aisladas de los medios MacConkey y EMB se le realizaron las pruebas
bioquimicas para la identificacion de las bacterias. Las pruebas bioquimicas utilizadas
se prepararon en tubos de vidrio con rosca y se llevaron a cabo una vez por muestra.
Se inoculé una porcién de la colonia seleccionada en cada tubo con su respectiva

prueba bioquimica, con un asa de inoculacién esterilizada al rojo vivo.

Las pruebas realizadas para la identificacion bacteriana fueron: Agar Triple Azlcar
Hierro (TSI), Agar Citrato de Simmons, Sulfuro Indol Movilidad (SIM), Ureasa, Voges
Proskauer (VP) cuya descripcion y fundamentos se encuentra en Macfaddin, (2003).

Estas luego de ser inoculadas, se incubaron por 24 horas a 37°C.

Para la caracterizacion morfolégica y la realizacion de las pruebas bioquimicas de las
bacterias aisladas, se trabajé en condiciones de esterilidad utilizando una cabina de
flujo laminar NUAIRE UN-201-430.
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3.3.Analisis estadistico
Para determinar si existian diferencias significativas entre los tratamientos, se aplico
la prueba T de student para muestras independientes. Esta prueba permitié comparar
los valores de crecimiento microalgal y los porcentajes de remocion obtenidos entre
los grupos evaluados. El nivel de significancia establecido fue de p < 0,05 y todos los

calculos estadisticos se realizaron utilizando el software Microsoft Excel.
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RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.Crecimiento de in6culo de Chlorella vulgaris
Figura 4

Crecimiento del in6culo de C. vulgaris en medio BG-11
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4.2.Crecimiento de C. vulgaris en control (tratamiento sin bacterias) y R1, R2
y R3 (tratamiento con bacterias).
Figura 5

Ensayo preliminar, crecimiento de C. vulgaris en control (tratamiento sin bacterias)
(tratamiento con bacterias, réplicas R1, R2 y R3).
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En la figura 5 se observa la curva de crecimiento obtenida durante el ensayo
preliminar, la cual permitié evaluar la respuesta inicial de C. vulgaris en el agua
residual seleccionada. Se observo un crecimiento sostenido, indicando que las
caracteristicas del agua residual industrial eran adecuadas para mantener el cultivo
microalgal. Esto permitié validar la viabilidad del cultivo y establecer parametros
claves para ensayos posteriores. Por lo tanto, esta informacion fue fundamental
para validar el uso de este efluente como medio de cultivo, de modo que el ensayo
preliminar sirvi6 como soporte metodolégico para los ensayos (E1 y E2) se

desarrollaran bajo condiciones previamente evaluadas.
Figura 6

E1l, crecimiento de C. vulgaris en control (tratamiento sin bacterias) (tratamiento

con bacterias, réplicas R1, R2 y R3).
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Figura 7

E2, crecimiento de C. vulgaris en control (tratamiento sin bacterias) (tratamiento con

bacterias, réplicas R1, R2 y R3).
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Se realizaron dos ensayos (E1 y E2) experimentales independientes para evaluar la
eficiencia del sistema microalga y microalga-bacteria en la remocion de los nutrientes
presentes en las aguas residuales utilizadas. El primer ensayo tuvo una duracion de
siete dias, mientras que el segundo ensayo se extendi6 a nueve dias, finalizando
ambos al alcanzar la fase estacionaria del crecimiento de C. vulgaris y la estabilizacién

de los parametros de remocion.

En estos ensayos se evalu6 el comportamiento del crecimiento de C. vulgaris tanto
medio autoclavado, que son definidos como aquellos cultivos en que solo se encuentra
presente un Unico organismo, en este caso C. vulgaris (control), como en asociacion

con las bacterias presentes en el agua residual utilizada, segin método ver pagina 22.

En la figura 6 se observa la dinamica de crecimiento de C. vulgaris, bajo condiciones
controladas (autoclavada) y en los tratamientos con bacterias (R1, R2, R3) durante un
periodo de siete dias. El cultivo control presentd la mayor tasa de crecimiento,

alcanzando una concentracion maxima de 9.20 g/L en el dia 5, mostrando un
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comportamiento tipico de fase exponencial seguido de una estabilizacion en su
crecimiento, ya que para los dias siguientes se mostré una concentracidon menor,

siendo para el ultimo dia de 8.22 gl/L.

En contraste, los tratamientos con bacterias mostraron un crecimiento mas limitado.
En las réplicas 1 y 3, se tuvo un crecimiento exponencial de aproximadamente 6.53
g/Ly 6.0 g/L respectivamente, para la réplica 2 se presentd el menor rendimiento, para
el dia cinco, tuvo un incremento de 4.18 g/L, que a comparacion de la réplica 1y 3 su
concentracion fue menor, evidenciando una menor capacidad de proliferacion algal

bajo estas condiciones.

Como se observa en la figura 7, el crecimiento de C. vulgaris mostré un
comportamiento diferente respecto al E1. El cultivo control alcanzé una concentracion
méaxima de biomasa de 11.48 g/L en el dia ocho. Sin embargo, los tratamientos con
bacterias (R1, R2 y R3) presentaron un incremento superior en la acumulacion de
biomasa. En réplica 1, la concentracion maxima obtenida fue de 11.73 g/L, en la réplica
2 fue de 11.99 g/L en el dia ocho del cultivo, en la réplica 3 fue de 12.31 g/L para el

dia nueve, siendo esta ultima la que present6 mayor rendimiento.

De acuerdo con la prueba t de Student aplicada, el andlisis estadistico de ambos
ensayos, evidencio que las réplicas 1, 2 y 3 presentaron valores de significancia
menores a 0,05 (P<0,05), respecto al control, confirmando de esta manera la
existencia de diferencias significativas entre el tratamiento y el control de ambos
ensayos. Sugiriendo que la asociacion de C. vulgaris con las bacterias autoctonas de
las aguas residuales, influyé de manera relevante en el crecimiento de la microalga,
diferenciandose claramente del comportamiento observado en control. La presencia
de bacterias autoctonas no mostro un efecto uniforme sobre el crecimiento de C.
vulgaris, ya que en algunas replicas no se observaron efectos notables, mientras que
en otras pudo favorecer su desarrollo. Esta diferencia puede deberse a distintos
factores, desde los nutrientes, concentraciones de nutrientes condiciones ambientales

(T °C, pH, DQO), como la dindmica que presentan ambos microrganismos.

Estos resultados podrian estar relacionados con los diversos efectos que las bacterias

ejercen sobre la microalga, los cuales pueden ser tanto positivas como negativas.
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Segun Fuentes et al. (2016), las interacciones entre ambos microrganismos son
especificas para cada uno, desde hormonas excretadas por bacterias capaces de
promover el crecimiento algal, como vitaminas y el intercambio de macronutrientes.
Oruganti et al. (2022) menciona que la mayoria de las bacterias pueden afectar
negativamente a las microalgas ya sea por la competencia de nutrientes esenciales
disponibles dando como resultado una tasa de crecimiento mas lenta de una de las
especies, como la sintesis de compuestos alguicidas por parte de las bacterias que
afectarian a la microalga (Wirth et al., 2020)

También, la diferencia que se puede observar entre las réplicas de ambos ensayos,
puede deberse a que el crecimiento de microalgas esta determinado por diversos
factores, desde la disponibilidad de nutrientes como carbono, nitrégeno y fésforo y su
proporcion en el medio, variables como intensidad luminica, temperatura y pH y hasta
la densidad celular microalgal (Medrano-Barboza et al., 2021). También, en el
tratamiento se encuentran otros microorganismos como las bacterias, ademas de la
microalga utilizada, el cual puede afectar en gran medida el crecimiento microalgal,
debido a que se pueden encontrar en mayores y diferentes proporciones en los cultivos
0 a la competencia de nutrientes entre los microorganismos. Segun, Abate et al.
(2024), los factores anteriormente mencionados, pueden influir en la interaccion
presente entre algas-bacterias, debido a que el intercambio de nutrientes es
fundamental para esta sinergia y los factores ambientales que alteren el equilibrio del

intercambio de nutrientes afectaran en gran medida el tipo de interaccion.

Los resultados difieren a lo reportado por Ma et al. (2014), donde evaluaron el efecto
de las bacterias trasmitidas por el concentrado de aguas residuales sobre el
crecimiento de las microalgas en diferentes concentraciones, donde indicaron que los
efectos de las bacterias en la biomasa algal obtenida al final no fueron significativos.
También en otras investigaciones como los de Medrano-Barboza et al. (2021)
obtuvieron mayor crecimiento de microalgas en aguas residuales de porcicultura y
faenamiento tratadas con autoclave, con valor de 0,22 + 0,03 g¢/L, los cuales fueron
estadisticamente superiores a la biomasa generada en el agua sin tratamiento (control)

0,11 £ 0,05 g/L. Estos resultados son semejantes a los del presente estudio, ya que el
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control para el ensayo 1 present6 una mayor generacion de biomasa, de 9.20 g/L en
comparacion del tratamiento, que mostré una biomasa generada entre 4,18-6,53 g/L.
Para el ensayo 2, si difieren debido a que la biomasa generada en el control fue de
11.48 g/L y para el tratamiento fue de 11,73 y 12,31 ¢/L, siendo la biomasa del

tratamiento mayor comparada con la del control.

Otros estudios como el de Zhou et al. (2025), con B. licheniformis y C. vulgaris
incrementd el rendimiento de la microalga, produciendo un impacto positivo en el
crecimiento y la productividad algal, ademas en este sistema se encontraron
fitohormonas como auxinas y giberelinas las cuales pueden estimular
significativamente el crecimiento algal, estas fitohormonas estuvieron ausentes en
aguas residuales sin tratar. Ademas, se demostr0 una mejor eliminacion de
contaminantes por parte de los cultivos de B. licheniformis y C. vulgaris en aguas
residuales municipales superando significativamente el tratamiento con C. vulgaris

sola.

Cada ensayo fue realizado bajo condiciones similares de luz, temperatura, agitacion y
proporciones de indculo, sin embargo, su comportamiento fue distinto, ésto por la
disponibilidad de nutrientes existentes en las aguas residuales utilizadas. Se realizaron
andlisis diarios de pH, temperatura y actividad fotosintética para cada ensayo, los
cuales se muestran promediados en las tablas 3y 4y la actividad fotosintética de cada

ensayo en las figuras 8 y 9.
Tabla 3

Promedios de parametros pH, temperatura e intensidad luminica en el E1

Parametros Control R1 R2 R3
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3)
pH 8.58 8.60 8.73 8.78
Temperatura (°C) 24.5 23.3 23.1 23.4
Intensidad luminica (umol/m3s) 299.22
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Tabla 4

Promedios de parametros pH, temperatura e intensidad luminica en el E2

Parametros Control R1 R2 R3
(n=3) (n=3) (n=3)  (n=3)
pH 8.43 8.57 8.55 8.52
Temperatura (°C) 24.3 24.2 24.2 24.0
Intensidad luminica (umol/m?2s) 376.15

Tanto el crecimiento de las microalgas como la depuracion de aguas residuales
utilizadas en consorcios microalgas-bacterias dependen de multiples factores, uno de
ellos son la biodisponibilidad de nutrientes, la temperatura, el pH, la intensidad luminica
utilizada, entre otros (Medrano-Barboza et al., 2021). La temperatura es uno de los
parametros mas influyentes en el crecimiento de microalgas, para el caso de especies
de algas verdes del género Chlorella sp., el rango de temperatura a la que puede
desarrollarse esta entre los 15-35°C, siendo 25°C el 6ptimo para su desarrollo (Barreiro
Vescovo 2019). En el presente estudio, las temperaturas oscilaron entre los 23 y 24°C
tanto para el control como para el tratamiento de ambos ensayos, valores que se
encuentran dentro del rango establecido en investigaciones anteriores, confirmando
qgue las condiciones experimentales fueron las adecuadas para el crecimiento

microalgal.

En investigaciones como el de Delgadillo-Mirquez et al. (2016), donde evaluaron el
efecto de la temperatura y fotoperiodo del crecimiento de microalgas y la eliminacion
de contaminantes de las aguas residuales mediante el uso de consorcios microalga-
bacterias nativas de estas aguas, el valor mas alto de biomasa obtenida fue de 2,6
mg/L a 25°C en un fotoperiodo de 12:12 h, en comparacion del otro cultivo, que fue de
aproximadamente 1,5 mg/L a 15°C en un fotoperiodo de 12:12 h, demostrando asi,
gue la temperatura tuvo un efecto en la productividad de biomasa microalgal. También,
se observd que la temperatura y fotoperiodo puede influir en la eliminacion de

contaminantes como nitrogeno y fosforo presentes en las aguas residuales.

Las condiciones ambientales como la temperatura, el tipo y disponibilidad de

nutrientes, influyen directamente en la relacion entre algas y bacterias. Segun Abate
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et al. (2024), fuentes de nutriente de nitrégeno inorganico, ya sea nitrato, amonio o una
combinacion, puede afectar la cantidad de compuestos organicos extracelulares entre
bacterias y algas. También Cao et al. (2020), menciona que la proporcién existente de
N:P puede determinar si la interaccion es mutualista o competitiva entre ambos
microorganismos, ya que demostraron que un exceso de fosforo y una relacion optima
de N:P fomenta interacciones mutualistas entre las bacterias y algas y que al agregarle
un aporte excesivo de carbono organico provoca una competencia de nutrientes entre

algas y bacterias.

La disponibilidad de luz es también considerada otro de los parametros que pueden
afectar el rendimiento de la depuracion de aguas residuales, la luz es esencial para los
procesos de fotosintesis, ademas, afecta la composicién quimica de las microalgas.
Esta iluminacion segun su intensidad puede restringir el desarrollo de las microalgas,
mantenerse dentro de un rango de saturacion o generar foto inhibicion en las mismas
(Béchet et al., 2013 & Ru et al., 2020). Segun Dinh et al. (2022), el nivel 6ptimo de
intensidad luminica puede variar segun especie de microalga a utilizar, pero
generalmente se suele establecer entre los 200-400 pmol/m3s, estos datos
equiparables al presente estudio, donde los datos de intensidad luminica se
presentaron para ambos ensayos a 299.2 y 376.15, se encuentran entre los reportados

en la literatura.

En investigaciones como las de Liang et al. (2013), determinaron que la regulacién del
pH es un aspecto importante en el proceso de estos sistemas de cultivos combinados
C. vulgaris y B. licheniformis, tanto para la eliminacion de nutrientes como NH4* donde
al regular el pH a 7 hubo un aumento del 78% al 86% de eliminacién de N en
comparacion al sistema sin pH regulado, como para el crecimiento microalgal, en
donde se muestra que hubo un contenido mas alto de clorofila al final de la prueba del
sistema combinado regulado a pH 7 en comparacion de los otros sistemas. Los pH
basicos que se encuentran superiores a 8,3 son caracteristicos de los efluentes
tratados con microalgas debido a la actividad fotosintética, estos datos son
equiparables a los del presente estudio, donde el pH obtenido en ambos ensayos entre
los controles y réplicas oscilaron entre los 8,50-8,78, sin embargo Barreiro Vescovo
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(2019), menciona que estos pH, pueden disminuir la actividad bacteriana tipica del

tratamiento de agua y por lo tanto, el pH también afectaria la eliminacién de nutrientes.

La estabilizacion de pH es fundamental para mantener un crecimiento Optimo de
microbios-microalgas en los tratamientos de aguas residuales. En otros estudios
donde también utilizaron C. vulgaris y B. licheniformis Zhou et al. (2025), observaron
que, en el sistema combinado, hubo un efecto de estabilizacién que probablemente se
deba a la produccion de &cido organico por parte de la bacteria, que en comparacion
con el tratamiento solitario de C. vulgaris hubo un aumento de pH; en el tratamiento
combinado hubo menos fluctuaciones de pH. Sugiriendo que este efecto estabilizador
de pH producido por la bacteria, y puede crear un mejor entorno para el crecimiento

de algas.
Figura 8

Actividad fotosintética para C. vulgaris, E1
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Figura 9

Actividad fotosintética para C. vulgaris, E2
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En las figuras 8 y 9 se observan la variacion del pardmetro Fv/Fm durante los ensayos
E1l y E2 de C. vulgaris respectivamente cultivada en aguas residuales, tanto en el
control (medio autoclavado) como en los tratamientos R1, R2 y R3 con bacterias
autoctonas. La fluorescencia de clorofila (Fv/Fm), representa el rendimiento de los
procesos fotoquimicos de PS II, reflejando de esta manera la eficiencia general de la

fotosintesis de la microalga (Masojidek et al., 2013, Yan et al., 2024).

En ambos ensayos los valores iniciales de Fv/Fm se mantuvieron entre 0.57-0.55,
indicando de esta manera que la microalga se encontraba en un buen estado
fisiologico, debido a que segun Sanchez-Zurano et al. (2025), el valor 6ptimo de
fluorescencia para las clorofilas, se encuentra entre 0.6-0.8 para la mayoria de las
microalgas, datos cercanos a los obtenidos en el inicio del presente estudio. A lo largo
del tiempo, se observo una disminucion progresiva de Fv/Fm en todos los tratamientos,
reflejando un descenso en la eficiencia fotoquimica del fotosistema Il, debido al estrés
generado. Malapascua et al. (2014), explica que valores por debajo de este rango

podria indicar que las microalgas estan experimentando algun tipo de estrés desde
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exposicion intensa de luz como temperaturas extremas, deficiencia de nutrientes o alta

concentracion de oxigeno disuelto.

En el estudio realizado por Baldisserotto et al. (2023), se observaron comportamientos
similares a los del presente trabajo. Estos autores evaluaron la eficiencia fotoquimica
del fotosistema Il (Fv/Fm) en cultivos de Chlorella sp. autdctona, utilizando diferentes
concentraciones de agua residual (80%, 70%, 60% y 50%). Los resultados partieron
de Fv/Fm en 0.48, y mostraron que el rendimiento fotoquimico de PSII disminuyo
progresivamente con el tiempo, evidenciando un dafio en el centro de reaccion del
fotosistema Il cuando las microalgas fueron expuestas a condiciones estresantes.
Asimismo, se registr6 una menor tasa de crecimiento en los cultivos con
concentraciones del 70% y 80%, asociada a una reduccién sostenida de los valores
de Fv/Fm, indicando un aumento del estrés celular proporcional al nivel del

concentrado del efluente.

4.3.Remocion de C. vulgaris en control (tratamiento sin bacterias) y R1, R2y
R3 (tratamiento con bacterias).

A fin de evaluar si la interaccidn de microalga-bacteria, también influy6 en la eficiencia

del sistema para la depuracion de las aguas residuales tratadas, se analizaron los

niveles de remociéon de nutrientes en ambas condiciones, los cuales se presentan en

latabla5y 7. Se evalud la eficiencia del sistema microalga-bacteria en la remocién de

nutrientes presentes en el agua residual, especificamente nitrdgeno-nitrato-amoniaco,

fosforo y demanda quimica de oxigeno (DQO).
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Tabla b

Concentracion de los nutrientes NOz, PO43%, NH4* y DQO (mg/L) del agua residual

inicia y final, tratamiento del E1 siete dias

Parametro Control R1 R2 R3
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3)
Entrada Salida Entrada Salida Entrada Salida Entrada Salida
[N-NOs" mg/L] 2.4 0.7 2.4 1.30 2.4 1.03 2.4 1.6
[NOs mg/L] 10.6 2.9 10.6 5.30 10.6 4.60 10.6 6.7

[P-POs* mg/L]  13.9 1.6 13.9 397 139 4.60 13.9 4.0
[PO43 mgiL] 42.7 2.0 42,7 1207 427 1400 427 125

[N-NHs* mg/L] 3.8 0.2 3.8 0.00 3.8 0.00 3.8 0.0
[NHs* mg/L] 4.6 0.2 4.6 0.00 4.6 0.00 4.6 0.0
DQO mg/L 154.7 211 154.7 388.00 154.7 327.67 1547 318.0
Figura 10

Concentracion de los nutrientes NO3z-, PO43-y NH4* (mg/L) del agua residual inicia y

final del tratamiento del E1 siete dias
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Tabla 6

Remocion (%) de los nutrientes NOz-, PO43-, NHs* y DQO del E1

Parametro Remocion (%) Remocion (%)
Control Tratamiento
(n=3) (n=3)
[N-NOs mg/L] 70.4 £ 4.22 41.3+12.8
[NOs mg/L] 72.8+2.9 46.9+10.5
[P-PO4% mg/L] 88.8+1.9 69.9+25
[PO43* mg/L] 95.4+ 0.6 69.9+24
[N-NH4" mg/L] 95.2 +£0.04 100+0
[NH4* mg/L] 94.9 £ 0.05 100+0
DQO mg/L -36.6 -124.0

Tabla 7

Concentracion de los nutrientes NOz,, PO4%, NH4* y DQO (mg/L) del agua residual

inicia y final, tratamiento del E2 nueve dias

Parametro Control R1 R2 R3
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3)
Entrada Salida Entrada Salida Entrada Salida Entrada Salida

[N-NOs mg/L] 2.1 1.4 2.1 0.9 2.1 1.63 2.1 1.0

[NOs mg/L] 9.5 6.33 9.5 4.43 9.5 6.9 9.5 4.2
[P-PO4> mg/L] 1.5 0.1 1.5 0.05 1.5 0.1 1.5 0.07

[PO4* mg/L] 4.4 0.2 4.4 0.18 4.4 0.21 4.4 0.2
[N-NH4* mg/L] 8.3 0.0 8.3 0.0 8.3 0.17 8.3 0

[NH4* mg/L] 10.1 0.0 10.1 0.0 10.1 0.2 10.1 0.0

DQO mg/L 176.0 167 176.0 114 176.0 219.3 176.0 284
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Figura 11

Concentracion de los nutrientes NOz-, PO43y NH4* (mg/L) del agua residual inicia y
final, tratamiento del E2 nueve dias
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Tabla 8

Remocion (%) de los nutrientes NOz-, PO4%, NHs* y DQO del E2

Remocién (%) Remocién (%)
Parametro Control Tratamiento
(n=3) (n=3)
[N-NOs mg/L] 3435 45.3+18.9
[NOs mg/L] 33.4+7.38 45.4+15.9
[P-PO4+* mg/L] 96.3+0.5 95.6 +0.7
[PO4* mg/L] 96.1+0.4 95.3+0.6
[N-NH4* mg/L] 100£0 99.3+1.2
[NH4* mg/L] 100£0 99.3+1.2
DQO mg/L 51 -17.1
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En la tabla 5 se muestran las concentraciones de los nutrientes (mg/L) del agua
residual inicial, y final del tratamiento y en la tabla 6 se encuentra la remocion (%) que
hubo entre el control vs tratamiento del E1; estos muestran que la eliminacion de NH4*,
PO4% en esta experiencia sobrepasan el 50% para todos los ensayos en agua residual.
Para todos los nutrientes analizados se comprobé bajo pruebas estadisticas, que nos
muestra que no existieron diferencias significativas (p>0.05) en la remocion de
compuestos con nitrégeno (N-NOs;~™ NO3~, N- NH4* y NH4*), y fésforo (P-PO4* y PO4*
) entre los cultivos en agua residual esterilizada (control) y aquellos en agua residual

sin esterilizar (tratamiento con bacterias autdctonas).

El nitrogeno presente en los desechos de aguas residuales, es resultado de
interconversiones metabdlicas de compuestos extra derivados, este se puede
encontrar en formas como NH4*, NO2"y NOgs, y el fésforo se encuentra en su mayoria
como PO4% (Mondal et al., 2022 & Abdel-Raouf et al., 2012).

El nitrégeno desempefia un papel vital en el crecimiento celular y la produccion de
lipidos. Para microalgas como C. vulgaris prefieren el NHs* al NOs', degradandolo
primero cuando ambos compuestos se encuentran presentes en el medio utilizado (Ru
et al., 2020). La preferencia por NH4* a menudo se atribuye a su menor requerimiento
de energia para su metabolizaciéon, ya que se encuentra en su forma reducida,
permitiendo que sea utilizado directamente por la microalga para la produccion de
acido glutamico u otros compuestos que contienen nitrégeno, al contrario de NO3s ya
que primero debe reducirse a NO2™ en el citoplasma y luego a NH4* en el cloroplasto,
bajo la accién de nitrato reductasa a nitrito y de esta por accién de la nitrito reductasa
a amonio para ser metabolizado por la microalga. Este nitrégeno amoniacal se asimila
a aminoacidos mediante la accion de la glutamina sintetasa y la glutamina oxoglutarato
amidotransferasa (Liu & Hong, 2021). El NH4* derivado del NO2 o si fue absorbido
directamente como NHa4*, se combina con el acido 2-cetoglutarico para forma acido
glutamico u otros compuestos en una reaccion catalizada por la glutamina
sintetasa/glutamato sintasa en el cloroplasto. El nitrbgeno amoniacal también se
transporta a la mitocondria, donde se combina con el 2- cetoglutarico (2-OG) para

producir glutamato en una reaccion catalizada por el glutamato deshidrogenasa (Chen
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& Wang, 2020). Este es un comportamiento que se puede observar en el presente
estudio en ambos ensayos, donde se ve una remocién superior de 50% para NH** e
inferior del 50% para NOs tanto para el control como para el tratamiento. Esta
preferencia también puede ser observada en el estudio de Sousa et al. (2025), en
donde utilizaron C. vulgaris y la asimilacion de NH4* fue mas rapida que la captacion

de NOs', siendo esta la que se consumio primero cuando ambas estaban en el medio.

Otro de los macronutrientes esenciales para el metabolismo de la microalga, es el
fésforo, esencial para la sintesis de acidos nucleicos, ATP, fosfolipidos y proteinas.
Se encuentra principalmente en forma de fosfatos (PO4%) en donde su disponibilidad
puede generar un gran impacto en la fotosintesis de las microalgas (Wirth et al., 2020)
Su deficiencia puede reducir la divisidon celular y afectar procesos biolégicos como la
sintesis de proteinas, transcripcion y ciclo de carbono. En caso de escasez de fosfato
inorganico, las microalgas pueden mineralizar el fosfato organico en ortofosfato a
través de la fosfatasa presente en la superficie celular. Por el contrario, cuando existe
un exceso de fosfato, las células de las microalgas pueden utilizarlo y convertirlo en
granulos de polifosfato al mismo tiempo, bajo la accién de la polifosfato quinasa, que
se almacena en las células para mantener la viabilidad de las microalgas en ausencia
de fésforo (Liu & Hong, 2021).

Para el P-PO4% y PO4%, tanto el control como el tratamiento presentaron porcentajes
de remocion elevados, lo que podria sugerir que la eliminacién de nutrientes se debio
a mecanismos no dependientes de la presencia de bacterias, como la rapida
asimilacion inicial por las microalgas. En el NH4*, la remocion fue casi completa en
ambas condiciones, sugiriendo de esta manera que la microalga por si solo es
altamente eficiente en la asimilacion de esta fuente de nitrégeno, sin importar la

microbiota.

En la tabla 7 y 8 se muestran las concentraciones y porcentajes de remocién de los
nutrientes del E2, igual que para el anterior ensayo se muestran remocion de nutrientes
como el NHs*y el P-PO43 y PO4% superior a un 50%. En este ensayo si se observaron
diferencias significativas en la remocién de PO4*y NHa4*, siendo el control mas eficiente

gue el tratamiento.
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El estudio como de Ma et al.,, 2014, observaron que, en medios esterilizados en
autoclave, una mayor concentracion de inéculo algal resulté en una mayor tasa de
eliminacion de nutrientes durante el cultivo, lo que sugiere que la eliminacion de

nutrientes se atribuy6 en gran medida a la absorcion y degradacién por las algas.

Para ambos ensayos en la eliminacion de DQO, se obtuvo un incremento en la
concentracion de este nutriente, donde se encontraron valores superiores a los
iniciales tanto para el control (211 frente a los 154.7 iniciales) y tratamiento (344.5
frente a los 154.7 iniciales), resultando en un rendimiento negativo de eliminacion,
control (-36.6%) y tratamiento (-124.0). A diferencia de los resultados obtenidos por
Barreiro Vescovo (2019), donde obtuvo una mejor eliminacion de DQO en los cultivos
que contenian bacterias con fango activo, con niveles de 77,4y 88,5%. Y en el cultivo
con so6lo microalga se obtuvo un incremento en la concentracién de este nutriente de
hasta un -16,4%, lo explica que este aumento en la concentracién de componentes
organicos en el cultivo se puede deber a la produccion por parte de la microalga de
sustancias poliméricas extracelulares (SPE); existe referencia bibliografica que explica
sobre la capacidad de algunas especies del género Chlorella sp. de sintetizar SPE y

aumentar el contenido de DQO en los efluentes del tratamiento de aguas.

Resultados similares obtuvo Otondo et al. (2018), donde la concentracion de DQO,
tanto en aguas residuales crudas, como las clarificadas, disminuyeron en los primeros
dias, aproximadamente 25 mg/L por dia, los cuales al dia siguiente aumentaron hasta
una concentracién de 225 mg/L y se mantuvieron constante durante el resto de los
dias, donde explican que la concentracion de DQO disminuy6 los primeros dias,
debido a que este carbono se utilizaba para la fotosintesis de la microalga, sin embargo
la liberacion de otros productos metabdlicos, como sustancias poliméricas
extracelulares y productos microbianos solubles aumentaron el DQO en los ultimos

dias de analisis.

Otros estudios como el de Wang et al. (2010), tratan como la eficiencia de eliminacion
de DQO varié considerablemente entre las diferentes aguas residuales estudiadas,
algunas alcanzaron tasas de eliminacion del 50,9%, 56,5% y 83,0% para las aguas

residuales 1, 2 y 4, respectivamente, la tasa de eliminacién para el agua residual 3 es
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un numero negativo, indicando de esta manera que la materia organica fue excretada
en lugar de ser absorbida por las algas que crecian en el efluente. Estos resultados
podrian indicar dos vias metabdlicas diferentes, crecimiento heterétrofo y autétrofo de
las algas en diferentes condiciones de cultivo. Estos datos difieren de investigaciones
como el de Foladori et al. (2018), donde obtuvieron un porcentaje de remocion eficiente
de DQO del 86%, donde optimizaban la remocion total de nitrégeno de aguas
residuales municipales en un reactor discontinuo, operado con un consorcio mixto de
microalgas y bacterias. Resultados similares obtuvo He et al. (2013) donde en su
estudio, la concentracion de DQO en agua residuales esterilizadas mostré6 una
eficiencia de remocion diferente a la de las aguas residuales sin esterilizar siendo
0,059 mg/L la tasa de eliminacién mas alta, indicando que las microalgas no hicieron
uso de la materia organica presente en las aguas residuales, sugiriendo de esta
manera que las bacterias fueron las responsables de la disminucién de DQO en las

aguas residuales sin esterilizar.

También en otras investigaciones, como la de Arango et al. (2016), se obtuvieron altos
porcentajes de eliminacion de DQO, en los reactores que se encontraban iluminados
con presencia bacteriana y no presentaban microalgas, 74% de remocion para aguas

residuales municipales y 84% para aguas residuales de la porcicultura.

Enlatabla 6y 8, se reportan las concentraciones de N-NH4* y NH4*, donde se observa
gue ambos ensayos presentaron una eliminacién de casi el 100%, tanto para el control
como para el tratamiento. Estos datos concuerdan a los obtenidos por Su et al. (2011),
donde evaluaron la remocién de N-NHa4* por parte del consorcio microalga-bacteria en
aguas residuales domeésticas, donde obtuvieron una remocion de este nutriente
cercano a 100% en los cuatro lotes analizados. En estudios como el de He et al. (2013),
obtuvieron datos similares a los del presente estudio, donde el porcentaje de remocion
de N-NHs* fue de 100% en algunas de las aguas residuales, combinadas con
diferentes concentraciones de nitrégeno durante un periodo de 8 dias, fueron similares
tanto en el cultivo de agua residual esterilizada con C. vulgaris, como en los cultivos

sin esterilizar con C. vulgaris.
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Los datos obtenidos en este estudio coinciden con los de (Wang et al., 2016) donde
explico que el mejor rendimiento dentro de sus grupos de estudio lo obtuvo, Chlorella
sp. cultivada con lodos activados en luz, donde obtuvieron una remocién de 99,2% de
N-NHs. En el estudio de Choi & Lee (2012) emplearon cultivos de C. vulgaris en
diferentes concentraciones con condiciones axénicas, obtuvieron una eliminacion de
96,90% para la prueba 1 y un 97,26% para la prueba 2, 3, 4 y 5, estos datos son
bastantes similares al presente estudio, donde se alcanzaron valores cercanos al
100%, tanto en su control como en el tratamiento, sugiriendo que independientemente
de la presencia bacteriana, la microalga tiene una alta capacidad para remover este

nutriente.

En otras investigaciones Goncu et al. (2025), observaron que la eficiencia de
eliminacién promedio del N-NH; del cultivo axénico de C. vulgaris fue de 80,28%,
durante la fase de crecimiento exponencial de los cultivos (10 dias), datos equiparables
a los del presente estudio. Resultados similares se encuentran en el estudio de
Serrano Malagon (2015), donde obtuvieron remociones de N-NH3; mayores al 70% en
concentraciones iniciales de 55,6mg/L de N-NH3; y 600 mg/L de biomasa C. vulgaris,
del agua residual de un efluente anaerobio de una planta de tratamiento de agua

residual.

Las concentraciones de N-NO;~ y NO;~ en este estudio en ambos ensayos se
observaron diferencias en su remocién, como se observa en las tablas 6 y 8. Estas
variaciones entre ensayos refleja la influencia de factores ambientales, en las tablas
5y 7 se muestran que las concentraciones de nutrientes en ambos ensayos son
diferentes, ademas de la preferencia de las microalgas por asimilar el amoniaco sobre

el nitrato, lo que podria explicar esa dinamica de eliminacion observada.

En las tablas 6 y 8 se observan que los valores de N-NO3;™ y NOs;™ apenas variaron
tras el tratamiento. En el control se alcanzaron remociones de 70% y 34,4% para N-
NO;”" yde 73% Yy 33,3% de NO;™ enlos E1 y E2, valores comparables a los reportados
por Goncu et al. (2025), quienes obtuvieron aproximadamente 50% de remocion en

cultivos axénicos de C. vulgaris. Luego del tratamiento, las remociones alcanzaron
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43,0% y 453% para N-NOs™ y 46,9% y 454% para NO3~, mientras que las

concentraciones de N-NH4*y NH4* se redujeron casi en un 100%.

Este comportamiento coincide con diversos estudios que sefialan una marcada
preferencia microalgal por el amonio frente al nitrato. En general el NH4*™ es consumido
primero debido a que se encuentran en una forma mas simple y directamente
asimilable, requiriendo menor gasto energético para su incorporacion celular en
comparacion con NO;~ (Delgadillo-Mirquez et al. 2016; Goncu et al., 2025; Ruiz et al.
2011). De hecho, se ha reportado que cuando el amonio se encuentra disponible, la
concentracion de nitrato ejerce poca influencia sobre el crecimiento de C. vulgaris, ya
que las microalgas priorizan el uso de la fuente nitrogenada mas eficiente

metabodlicamente.

En este estudio, al igual que en los resultados de Ruiz et al. (2011), se observo que la
biomasa microalgal continué creciendo aun después de agotarse el NH4",
probablemente debido a la disponibilidad residual de NO3;~ como macronutriente
alternativo o al uso de reservas intracelulares de nitrdgeno almacenadas previamente

en las células.

En investigaciones como el de Delgadillo-Mirquez et al. (2016), donde se evalué el
efecto de la temperatura y el fotoperiodo en la produccion de biomasa de microalgas
y la eliminaciéon de contaminantes mediante el uso de consorcios nativos de microalga-
bacteria, se observé una tasa de eliminacion de NH4* en cultivos discontinuos aumento
a temperaturas mas altas y fotoperiodos mas largos, en presencia de luz, se eliminé el
83% de NHas*del medio a una temperatura de 15°C y a un fotoperiodo de 12h h, y el
100% de NHa4*, en condiciones a 25°C fotoperiodo de 12h y a 15°C fotoperiodo de 18h.
Segun, Pardo et al. (2021), el incremento de la temperatura favorece la actividad
metabdlica y fotosintéticas microalgal hasta un rango 6ptimo, ya que hay un aumento
en la velocidad de reacciones intracelulares, incrementando a su vez la toma de

nutrientes del medio para poder realizar sus procesos metabalicos.

La eficiencia de eliminacion de fésforo reportada puede variar, segun el tipo de medio
gue se esté utlizando, los factores ambientales, la intensidad luminica, la

concentracion inicial de nutrientes, la relacion N/P, o la especie de microalga utilizada
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(Ahmad et al., 2025). Esta relacion de las aguas residuales suele estar generalmente
desequilibradas para las condiciones de crecimiento de las microalgas, afectando su
biomasa y eliminacion de nutrientes. El bajo contenido de nitrbgeno en aguas
residuales, reduce la eliminacion de fosforo por las microalgas, pero esta eliminacion

de nitrégeno no se ve limitada por el contenido de fésforo (Liu & Hong, 2021).

Segun L. Wang et al. (2010), la eficiencia en la eliminacion de nutrientes depende tanto
de su concentracion inicial en el agua residual como de la capacidad de las microalgas
para asimilarlos e incorporarlos a sus tejidos. Aunque el fosforo en el concentrado fue
aproximadamente 30 veces mayor que en las aguas residuales tratadas, se obtuvo
una remociéon parcialmente similar. Sugiriendo que C. vulgaris posee una elevada
capacidad de sintetizar y almacenar polifosfatos, incluso bajo concentraciones

elevadas.

En estas condiciones, las microalgas pueden absorber mas fésforo del necesario,
proceso conocido como absorcién de lujo, donde el exceso se almacena como
polifosfato para ser utilizado posteriormente en periodo de limitacion de nutrientes
(Brown & Shilton, 2014). Este comportamiento indica una posible ventaja metabdlica

del sistema microalgal ante fluctuaciones en la disponibilidad de fésforo.

En este estudio, tanto el control como el tratamiento alcanzaron remociones de P-PO4*
y PO43 superiores al 70% en ambos ensayos (tablas 6 y 8), resultados similares a los
obtenidos por Su et al., 2011, donde encontraron eficiencia de eliminacién de P-PO4*
entre el 54,5% vy 72,6%. A comparacion de estudios como el de Choi & Lee (2012), en
cultivos axénicos de C. vulgaris a diferentes concentraciones, se obtuvieron valores
inferiores al estudio presente, donde el valor maximo de eliminacién en una de sus
pruebas fue de 48,76% de P-PO4%.

Datos similares se encontraron en estudios como el de Medrano-Barboza et al. (2021),
donde se obtuvieron altas remociones de PO4% en al agua residual pretratada y sin
tratamiento, sugiriendo que C. vulgaris fue quien aport6 de mayor manera en la
remocién de este nutriente. En estudios como la de Porto et al. (2020), utilizaron C.
vulgaris y se obtuvieron remociones del 54% de P-POs*, donde su concentracion

inicial fue de 12,3 mg/L, en cultivos diluidos de un efluente de la industria papelera. En
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investigaciones como las de Su et al. (2011), donde evaluaron la remocion de
nutrientes por parte del consorcio microalga-bacteria en aguas residuales domésticas,
obtuvieron una remocién de P-PO43® que oscilaron entre el 54,4%y 72,6% en los cuatro
lotes analizados. Estos sugieren que su eficiencia de eliminacion fue relativamente
mas baja en comparacion con las de NH4*, debido a que el nitrogeno era un nutriente
limitante en estas aguas residuales, no asi el fosfato. En investigaciones de Arango et
al. (2016), se obtuvo un mayor porcentaje de P-POs*, en los reactores iluminados,
para las aguas residuales municipales fue de 74% y las aguas residuales de la

porcicultura un 76%, esto independientemente de la presencia microalgal.

Estudio como el de Delgadillo-Mirquez et al. (2016), donde analizaron el crecimiento
de la biomasa microalgal y su eliminacion de contaminantes en aguas residuales con
consorcios microalga-bacteria nativas a distintas temperaturas y fotoperiodos, se
observaron remociones del 100% de PO4* en el medio, luego de 100-150h de iniciado
el cultivo, en todos los experimentos realizados a diferentes temperaturas 25°C y 15°C
y fotoperiodos 12:12 h y 18:6 h respectivamente. En el cultivo que estuvo a 15°C se
pudo observar que el crecimiento microalgal se ralentizé y se detuvo cuando no se
detecté PO4* en el medio, sugiriendo de esta manera que el agotamiento de este

nutriente podria limitar su crecimiento.

Algo importante a destacar es la intensidad y calidad de la luz utilizada, la relacién luz-
oscuridad y temperatura, son solo algunos de los factores que podrian afectar la
eliminacién de nutrientes de las aguas residuales por parte de las microalgas. Segun
Liu & Hong (2021), a una mayor intensidad de luz y tiempo de exposicion de los
cultivos, se puede mejorar la tasa de eliminacién de nutrientes por las microalgas. Al
igual que la intensidad luminica, también a medida que la temperatura aumenta hasta
un rango optimo que dependeria de cada especie, se podria mejorar el metabolismo
fisiologico de las microalgas, aumentando asi su capacidad para eliminar nutrientes.
En investigaciones como la de Hernandez Ramirez, (2017), sus resultados mostraron
qgue el crecimiento de C. vulgaris a temperaturas no O6ptimas puede afectar su
produccion de biomasa y remocion de nutrientes, donde comparoé el cultivo de esta

microalga a diferentes temperaturas, siendo la de 31°C siendo asi la mas favorable
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para la produccién de biomasa y para la remocién de NOz y PO4+*, para el agua
residual utilizada. Tanto la especie de microalga utilizada, como las caracteristicas
iniciales de las aguas residuales, la luz, pH y temperatura afectan la eficiencia de

eliminacién de contaminantes.

Ademas de los macronutrientes analizados como NOz, NHs* y PO4%, es importante
considerar la presencia de micronutrientes en las aguas residuales, los cuales, aunque
no fueron analizados en el presente trabajo, estos podrian desempefiar un papel
importante en el crecimiento de la microalga. Abdelfattah et al. (2023), menciona que
los micronutrientes pueden ser aprovechados por la microalga, ya que junto con el
carbono (C), nitrégeno (N) y fosforo (P) contribuyen a la sintesis de compuestos
organicos. Segun Vega Quiel, (2022), ademas de los macronutrientes principales,
también se encuentran los micronutrientes y metales como el carbono (C), magnesio
(Mg), manganeso (Mn), Zinc (Zn), Hierro (Fe) y otros., los cuales participan en
procesos metabdlicos y estructurales esenciales para la microalga. En investigaciones
como la de Qiu et al. (2022), utilizaron hierro cerovalente para promover la actividad
microalgal y la absorcidn de nutrientes de las aguas residuales, donde obtuvieron una
mejora en la produccion de biomasa de 113,3% y las tasas de remocion de NH4* y
PO4% mejoraron un 32,2% y 75%, donde explican que el hierro cerovalente promovié

la asimilacion de amonio, el metabolismo del fosfato y generacién de energia.

4.4.Comparacion de los parametros evaluados de los ensayos
experimentales frente a la normativa DGNTI-COPANIT 35-2000.

En la tabla 9 se sintetiza el cumplimiento de los pardmetros evaluados en los ensayos

con respecto a la normativa DGNTI-COPANIT 35-2000. Se observa que los valores de

nitrato, amonio y pH se mantuvieron dentro de los limites establecidos por la norma,

sin embargo, el DQO, no alcanzo los niveles permisibles, representando una limitante.
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Tabla 9

Comparacion del cumplimiento de los parametros fisicoquimicos de los ensayos con
la normativa DGNTI-COPANIT 35-2000

Parametro Limite permisible Antes del tratamiento  Después del tratamiento

NOsz <6 mg/L No cumplen Cumplen
P <5 mg/L No cumplen --
N- NHs <3 mg/L No cumplen Cumplen
DQO <100 mg O2/L No cumplen No cumplen
pH 5,5-9,0 Cumplen Cumplen

Nota. se presentan Unicamente los parametros evaluados frente a la normativa. Los

valores experimentales estan detallados en las tablas 5y 7.

Al comparar los resultados obtenidos de ambos ensayos con los limites establecidos
por la normativa DGNTI-COPANIT 35-2000 para la descarga de aguas residuales a
cuerpos de aguas superficiales, se evidencia que tanto el sistema autoclavado (solo
microalga) como el sistema microalga-bacterias, logré una alta eficiencia en la
remocién de nutrientes inorganicos, pero presentd limitaciones en la reduccion de

materia organica, la cual fue medida como demanda quimica de oxigeno (DQO).

En ambos ensayos, las concentraciones finales de NO3s™ estuvieron bastante cercano
o por debajo del valor maximo permisible permitido (6 mg/L), confirmando de esta
manera la capacidad de C. vulgaris por si sola y junto con bacterias autoctonas
presentes en estas aguas residuales, para remover los compuestos nitrogenados
oxidados. Para el N-NHs, fueron removidos practicamente en su totalidad; sugiriendo
una transformacion y asimilacion altamente eficiente del nitrégeno reducido en cultivo
autoclavado, como en cultivos microalga-bacteria. Para la demanda quimica de
oxigeno (DQO), se obtuvo un comportamiento diferente que los parametros anteriores,
donde para ambos ensayos, se observo que las concentraciones finales obtenidas se
encontraban fuera del rango permitido establecido por la normativa. Esto implica que
la carga organica del efluente sigue siendo elevada, por lo que el tratamiento no logro

una remocién de materia organica, en consecuencia, el agua tratada no cumple con la
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normativa y no es apta para su descarga debido a que podria generar impactos

ambientales.

En este estudio se midi6 fosfato y fésforo de fosfato, los cuales representan solo una
de las formas en que puede encontrarse el fosforo en el agua residual. Aunque la
normativa DGNTI-COPANIT 35-2000 exige el parametro de fosforo, los valores
obtenidos para esta fraccién especifican estuvieron dentro del limite permisible.
Indicando, que aun evaluando Unicamente una de las especies que componen el
fésforo total, el fosforo evaluado se mantuvo dentro de los niveles aceptados por la

normativa.

4.5.1dentificacion de las bacterias presentes en las muestras de agua residual
utilizadas, antes y después.

La caracterizacion de las bacterias asociadas a las aguas residuales y al sistema con

C. vulgaris se realizé mediante la observacion de caracteristicas morfologicas de las

colonias en medios de cultivo, tincion de Gram y pruebas bioquimicas.

La tincién de Gram aplicada a los aislamientos bacterianos reveld la presencia de
bacterias Gram+ como de Gram- en las muestras de agua residual. Los aislamientos
Gram+ presentaron forma de bacilos, caracteristica morfologica que permitié identificar
al género Bacillus sp., ademas del crecimiento caracteristico de sus colonias
presentado en el agar sangre, para los Gram- se observaron en igualmente en forma
de bacilos. En la figura 12, se presentan algunas de las tinciones de Gram realizadas,
donde se muestra la presencia de ambos grupos, Gram positivos figura 12 (A) y Gram
negativos figura 12 (B), confirmando de esta manera la diversidad microbiana

presente en el sistema, donde coexisten bacterias de ambos tipos.
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Figura 12

Tinciones de Gram, Gram positiva (A) y Gram negativa (B) de algunas de las colonias
aisladas

Las colonias que crecieron en los medios selectivos se les realizd las pruebas
bioguimicas para la identificacion de las bacterias que crecieron previamente en las
placas de recuento bacteriano de las muestras de agua residual utilizadas (Figura 12
y 13). Entre las pruebas bioquimicas empleadas, se encuentran TSI, utilizacion de
Citrato, Voges-Proskauer, SIM y Urea (Figura 14). En las tablas 10, 11, 12, 13, se
muestran las especies de bacterias identificadas, antes y después del tratamiento de
cada ensayo, junto con las pruebas que se le realizaron. En la figura 13, se encuentran

algunas de las colonias que crecieron en agar MacConkey y agar EMB.
Figura 13

Estriado en placa con Agar MacConkey (Ay C) y agar EMB (B)
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Figura 14

Pruebas bioquimicas utilizadas para la identificacion de las especies bacterianas
presentes en las aguas residuales antes y después de tratamiento

Nota. ordeﬁ de las pruebas, de izquierda a derecha: SIM, Urea, VP, TSI, Citrato.

Tabla 10

Resultados de las pruebas bioquimicas utilizadas para la identificacion de las especies
bacterianas presentes en las aguas residuales antes de tratamiento, E1

SIM CITRATO VP UREA TSI BACTERIA

rl Si- - M+ + - - K/A G- H2S - Providencia stuartii

2 S:- - M: - + - - K/K G- H2S -  Acinetobacter baumannii
3 Si- -+ M+ + - - K/IK G- H2S - Pseudomonas spp.

4  Si- -+ M+ + - - K/IK G- H2S - Pseudomonas spp.

5 S:- -, M+ + - - K/IK G- H2S - Burkholderia cepacia
6 S:- - M+ - - - A/A G- H2S - Escherichia vulneris

7 S:- i - M: - \ - - K/IK G- H2S - Acinetobacter Iwoffi

8 S:- - Mi-/+ - - - K/A G- H2S - Shigella spp.

Nota. Variable (V).
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Tabla 11

Resultados de las pruebas bioquimicas utilizadas para la identificacion de las especies
bacterianas presentes en las aguas residuales después de tratamiento, E1

SIM CITRATO VP UREA TSI BACTERIA
1 S:- - M:-/+ + - - K/IK G- H2S - Acinetobacter spp.
2 S:- - M-+ \Y - - K/K G- H2S - Acinetobacter lwoffi
3 S L+ M+ + + - K/IK G- H2S - Klebsiella spp.
4 S:- L+ M+ - + - A/A G+ H2S - Aeromonas hydrophila
5 S L- M+ + - - K/IK G- H2S - Burkholderia spp.
6 S:-li- M:-/+ - - - K/A G- H2S - Shigella spp.
7 S:- - M+ - - - A/A G- H2S - Escherichia vulneris
8 Si-l- M+ - + - K/A G- H2S - Hafnia alvei

Nota. Variable (V).

Se presentan y analizan los resultados obtenidos de la identificacién bacteriana antes
y después de los ensayos con Chlorella vulgaris. En la tabla 10 se observa la
composicién inicial de las aguas residuales del E1, donde se identificaron en su
mayoria bacterias Gram negativas. Inicialmente, en el agua residual se identificaron la
posible presencia de géneros como Pseudomonas spp, Acinetobacter sp., géneros
gue coinciden con los encontrados por Barreiro Vescovo (2019), donde por medio de
analisis moleculares, lograron encontrar que uno de los géneros mas abundantes en
sus cultivos fue Pseudomonas, el cual tuvo un incremento considerable al finalizar el
cultivo, que, a comparacion del estudio presente, este género de bacteria al finalizar el
ensayo, no se logro identificar. La presencia de Pseudomonas spp., en estos sistemas
puede atribuirse a su alta capacidad de adaptacion, ya que puede crecer tanto en
condiciones aerobicas y anaerdbicas, empleando oxigeno o nitrato como aceptores de
electrones, permitiéndole participar simultAaneamente en la degradacion de materia

organica y en procesos de transformacion del nitrdgeno durante el tratamiento de
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aguas residuales (Barreiro Vescovo, 2019). Estos hallazgos coinciden con lo descrito
por L. Wang et al. (2016), quienes identificaron Pseudomonas ssp., en cultivos batch
donde se utilizé cultivos mixtos de Chlorella sp. y lodos activados para tratar aguas
residuales artificiales.

En estudios como el de Tavakol et al. (2025), donde han utilizado cocultivos de C.
vulgaris y Pseudomonas aeruginosa, en condiciones mixotréficas, con inéculos 50%
bacteria y 50% microalga, obtuvieron como resultado la eliminacion de nutrientes del
43,6% de nitratos y 99,5% de fosfatos de las aguas residuales sintéticas, ademas
mejoro los contenidos de lipidos con un 20,8% y de almidén un 10,9% superando de

esta manera los monocultivos microalgal.

A diferencia de la Pseudomonas spp., el género Acinetobacter sp. se detecto en la
caracterizacion inicial del agua residual como al finalizar los ensayos. Lo anterior se ve
reforzado por el trabajo de Barreiro Vescovo (2019), donde Acinetobacter spp. también
fue uno de los mas abundantes en sus cultivos, su presencia puede explicarse por ser
aerobico, poseer una capacidad para degradar compuestos organicos y ademas de la
capacidad de adaptacion a los cultivos fotosintéticos. Este género se caracteriza por
producir catalasas, enzimas que pueden neutralizar H202, permitiéndole resistir
ambientes acuéticos con alta concentracion de oxigeno disuelto Barreiro Vescovo
(2019). Esta bacteria, ha sido previamente descrita en estudios relacionados con
cultivos de microalgas, cultivos mixtos y su uso en el tratamiento de aguas residuales
(Ueda et al. (2009), Carney et al. (2014) & Lu et al., 2017). En el estudio de Lu et al.
(2017), utilizaron Acinetobacter spp., para la eliminacion de nutrientes de aguas
residuales en cultivos mixtos con Chlorella sp., la cual mostraron que, de todos los
nutrientes analizados, la eliminacion del P en los cultivos mixtos fue de 96,6%, siendo
de esta manera mas eficiente, en comparacion de los cultivos controles de solo

Acinetobacter spp. y solo Chlorella sp., que fue de 48.75% y 83.43% respectivamente.

Ademas, segun Lu et al. (2017) Acinetobacter sp., promovidé el crecimiento la
microalga, contribuyendo en la asimilacion de fésforo. Durante los primeros dias del
proceso de tratamiento de aguas, tanto las microalgas como las bacterias mostraron

un buen crecimiento, a lo que el autor sugiere que en las primeras etapas del
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tratamiento no existe una competencia marcada por los nutrientes entre los

microorganismos, creando mejores condiciones de crecimiento para ambos. Este

planteamiento coincide con los resultados obtenidos en el presente estudio, ya que la

bacteria fue detectada antes y después del tratamiento, respaldando su papel en la

dinamica de depuracion.

Tabla 12

Resultados de las pruebas bioquimicas utilizadas para la identificacion de las especies

bacterianas presentes en las aguas residuales antes de tratamiento, E2

SIM CITRATO VP UREA TSI BACTERIA
1 S:- - M+ + + - K/A G- H2S - Hafnia alvei
2 Sl M+ + - - K/IK G- H2S - Pseudomonas spp.
3 Sl M+ + + - K/IK G- H2S -  Pseudomonas putida
4 S:+ 1M+ + - - K/A G- H2S + Salmonella spp.
5 S L- M+ + - - K/IK G- H2S - Pseudomonas spp.
6 Si- - M- - + - K/A G- H2S - Shigella spp.
7 Sl M+ + + - A/A G- H2S - Enterobacter spp.
8 Si-l- M+ + + - K/A G- H2S - Serratia marcesens
Tabla 13

Resultados de las pruebas bioquimicas utilizadas para la identificacion de las especies

bacterianas presentes en las aguas residuales después de tratamiento, E2

SIM CITRATO VP UREA TSI BACTERIA
1 S:-L-M:+ + - - KIK G- H2S -  Pseudomonas spp.
S:-L-M:+ + - - KIK G- H2S -  Pseudomonas spp.
S:-L-M:+ + + - K/A G- H2S - Hafnia alvel
S:-1L-M:+ + + - K/A G- H2S -  Serratia marcesens
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5 S:-IL-M:+ - - - K/A G- H2S + Salmonella spp.

6 S:-L-M:+ - + - A/A G- H2S - Enterobacter spp.
7 Si-L-M:+ - - - A/A G- H2S - Escherichia
vulneris

En latabla 12 observa la composicion inicial de las aguas residuales del E2, donde se
identificaron en su mayoria bacterias Gram negativas y Gram positiva (Figura 12A).
Inicialmente en el agua residual se encontraron géneros de bacterias como
Pseudomonas spp y Acinetobacter spp., lo que evidencia la consistencia en la
composicién microbiana presente en las aguas residuales. También se identificaron
bacterias como Pseudomonas putida, la cual también ha sido reportada por L. Wang
et al. (2016) y Carney et al. (2014). Autores como Shen et al. (2017), en su estudio
evaluaron la simbiosis de microalgas C. vulgaris y bacterias Pseudomonas putida
coinmovilizadas, este sistema mostro un mejor rendimiento de eliminacién de DQO
97%, P-PO4* del 100% y NH4*-N del 100%, en condiciones de cultivo batch. Ademas,
también se observo que el crecimiento de ambos microorganismos se ve potenciado,
indicando de esta manera la existencia de interacciones simbioticas mutuas.
Pseudomonas putida es clasificada como rizobacterias, las cuales pueden colonizar
una amplia gama de plantas y proporcionar efectos promotores del crecimiento vegetal
mediante la fijacion de nitrégeno, la solubilizacion de fosfatos y con la produccién de

fitohormonas como la giberelina y el acido indol-3-acético (L. Wang et al., 2016)

Otras investigaciones como la Mujtaba et al. (2017), utilizando agua residual sintética
y un consorcio artificial conformado por C. vulgaris y P. putida, observaron que en los
cultivos mixtos donde la microalga estaba coinmovilizada y la bacteria suspendida,
hubo una mejor remocién de N-NH** de 85% en 5 dias, el P-PO4* fue de 66% en
comparacion de los otros cultivo, los cuales se alcanzaron eliminaciones en torno al
60-64%, ademas se mejoro el crecimiento de ambos microorganismos lo que indica

una posible existencia de interacciones simbidticas mutuas entre ambas especies.

La bacteria Gram positiva encontrada en este segundo ensayo, Como se muestra en

la figura 12 (A), presenta una morfologia bacilar, caracteristica indicativa de bacterias

61



del género Bacillus spp. Autores como Liang et al. (2013), utilizaron consorcios
artificiales formados por C. vulgaris y Bacillus licheniformis para la eliminacién de
fésforo y amonio. Sus resultados mostraron que el sistema combinado elimin6 un 78%
de NHs"y 92% de TP, siendo mas eficiente en comparacion de los sistemas
individuales de microalga y bacterias, ademas, expusieron que B. licheniformis
promovié el crecimiento de C. vulgaris, ya que hubo un aumento de biomasa en el
sistema combinado de 3,57 g/L en el cuarto dia, en comparacion que en el sistema
individual (2,53 mg/L) en el quinto dia. Esta especie bacteriana Bacillus licheniformis
segun Liang et al. (2013) podria definirse como una bacteria promotora del crecimiento
microalgal y aumenta la eliminacion de amonio de las aguas residuales. En diversas
investigaciones en las que se ha utilizado bacterias del género Bacillus sp., en
consorcio artificiales con C. vulgaris, han demostrado que bacterias como Bacillus
pumilis inmovilizadas (Hernandez et al., 2009) podria promover el crecimiento de C.
vulgaris por medio de la fijacion de nitrégeno en condiciones de privacion severa de

nitrégeno.
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5. CONSIDERACIONES FINALES

5.1.Conclusiones
La evaluacion de la simbiosis entre bacterias autéctonas y C. vulgaris, mostro que
ambos tratamientos fueron eficientes en la remocién de nutrientes como amonio,
fosfato y nitrato. Sin embargo, no se observo que presentaran eficiencia en la remocion
de materia organica. Indicando que la asociacién mejora parcialmente el proceso de
depuracion, pero que se requieren estrategias complementarias para optimizar la

remocién de materia organica.

Se determind el crecimiento de la microalga C. vulgaris en aguas residuales,
confirmando que las aguas residuales industriales utilizadas, le proveen nutrientes
suficientes para su desarrollo. Sin embargo, en los ensayos se observo que las réplicas
del tratamiento presentaron variabilidad, sugiriendo que la presencia bacteriana influy6
en el crecimiento microalgal. Esto demuestra que C. vulgaris puede adaptarse y crecer
en aguas residuales, sin embargo, la variabilidad observada entre réplicas sugiere que

la interaccion con las bacterias autdctonas puede influir en el crecimiento microalgal.

Se identificaron bacterias del género Bacillus spp., Pseudomonas spp., y Acinetobacter
spp, las cuales poseen la capacidad de participar en la remocion de nutrientes,
contribuyendo de esta manera al funcionamiento del sistema microalga-bacteria.
Ademas de producir compuestos que pueden ser beneficiosas para el crecimiento

microalgal.

Se evalud el porcentaje de depuracion de C. vulgaris, evidenciando de esta manera la
elevada eficiencia de remocion de nutrientes como amonio y fosfato por parte de la
microalga como del sistema microalga-bacteria, demostrando su potencial uso para el

tratamiento de aguas residuales.

Se monitoreo las condiciones de temperatura, pH e intensidad luminica durante los
ensayos, los resultados obtenidos fueron tanto para el control como para el tratamiento
en ambos ensayos, los cuales se mantuvieron dentro del rango considerado 6ptimo,

lo que permitié el crecimiento de la microalga C. vulgaris en ambos sistemas.
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Se comparo los resultados obtenidos en los ensayos, demostrando que tanto el control
como el sistema microalga-bacteria, lograron cumplir parametros de nitratos, nitrégeno
amoniacal y pH, manteniéndose dentro de los rangos establecidos por la normativa
DGNTI-COPANIT 35-2000. Sin embargo, la demanda quimica de oxigeno se
encuentra fuera de los rangos establecidos por la norma. Estos resultados,
demuestran una alta eficiencia en la remocidén de nutrientes inorganicos, aunque la
acumulacion de materia organica expone la necesidad de un tratamiento

complementario para cumplir con la normativa.

5.2.Recomendaciones
Se recomiendan que en futuras investigaciones se conformen consorcios artificiales
entre C. vulgaris y especies bacterianas previamente aisladas e identificadas, para
evaluar de manera mas precisa las interacciones que ocurren en la asociacion

microalga-bacteria.

Realizar ensayos en condiciones controladas (cultivo autoclavado de microalgas y co-
cultivos con bacterias previamente aisladas), para determinar el efecto de la bacteria

en la microalga y su capacidad de remocién de nutrientes en aguas residuales.

Realizar analisis diario de los principales parametros fisicoquimicos a investigar, con
el fin de evaluar su dinamica, lo que permitira correlacionar de manera mas precisa la

remocion de nutrientes con el crecimiento microalgal y actividad bacteriana.

Incluir en posteriores investigaciones andlisis de micronutrientes y metales trazas,
debido a que estos participan en el metabolismo de la microalga, permitiendo

comprender de manera mas integral el desempefio del sistema de depuracion.

Se aconseja aislar cepas bacterianas autdctonas de aguas residuales y caracterizarlas
a nivel morfoldgico, bioquimico y molecular, para seleccionar aquellas que posean un

potencial sinérgico para su asociacion con la microalga a utilizar.

Validar los resultados a escala piloto en sistemas de tratamiento de aguas residuales,
para evaluar su estabilidad y eficiencia del consorcio microalga-bacteria en

condiciones cercanas a un escenario real.
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Caracterizar la biomasa obtenida para determinar su contenido lipidico, proteinas y
carbohidratos, con el fin de evaluar su aprovechamiento en la produccion de

bioenergia o biofertilizante.

Determinar si la biomasa obtenida de los cultivos mixotréficos presentan cambios en
su composicion quimica, lo cual podria aportar informacion valiosa sobre la estabilidad

y eficiencia de los consorcios en la depuracion de aguas residuales.
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6. ANEXOS

6.1.Crecimiento celular-curva de Absorbancia vs Concentracion
La cinética de crecimiento de la microalga se evalué de acuerdo a la cantidad de
biomasa generada por dia. Para este analisis se realiz6 un grafico de ABS vs

Concentracion.

Para realizar el grafico se prepararon 5 patrones con concentraciones de 20%, 40%,
60%, 80% y 100% del in6culo microalgal, a estos patrones se le evaluo los soélidos
suspendidos (concentracion), utilizando el sistema de filtracion al vacio (KIMBLE), se
filtraron 10 mL de cada patron, utilizando filtros a peso constante los cuales
posteriormente se secaron a 105°C por 24 horas. Seguidamente a los patrones se le
evalu6 la absorbancia a una longitud de onda de 680 nm, utlizando el
espectrofotometro HACH DR3900.

Figura 15

Curva de calibracion para analisis de crecimiento celular
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6.2.Seleccion del medio BG-11 para el crecimiento del in6culo de C. vulgaris.
Se utilizé el medio BG-11 para el cultivo del in6culo de C. vulgaris debido a que este
es un medio que contiene los nutrientes esenciales requeridos para su crecimiento.
BG-11 aporta nitrégeno, fésforo, magnesio, hierro y oligoelementos en proporciones
Optimas para el desarrollo de la microalga, lo que permitié obtener cultivos estables y

adecuados.

6.3.Montaje de los ensayos.
Figura 16

Montaje del ensayo, crecimiento de C. vulgaris en condiciones axénicas (control) y

crecimiento de C. vulgaris con bacterias autéctonas del agua residual (tratamiento)

6.4.Determinacion de la concentracion de nitratos y fosfatos en los cultivos
con agua residual.

Figura 17

Determinacion de la concentracion de fosfatos y nitratos en los cultivos con agua

residual, método de azul de &cido ascoérbico (A) y método de reduccion por cadmio (B)
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6.5.Determinacion de la concentracion de amonio y demanda quimica de
oxigeno.

Figura 18

Determinacion de la concentracion de amonio (A) y demanda quimica de oxigeno (B)

6.6. Evaluacion de parametros de los cultivos.

Figura 19

Evaluacion de crecimiento microalgal, pH, temperatura y actividad fotosintética
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6.7.Analisis microbiolégico de agua residual.

Figura 20

Diluciones seriadas de la muestra de agua residual

Figura 21

Sembrado en agar recuento
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Figura 22

Recuento de las colonias bacterianas

Figura 23

Sembrado de las colonias en agar MacConkey y EMB

Figura 24

Sembrado de las colonias en pruebas bioquimicas
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