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1. INTRODUCCION

En la localidad de Usme las aguas residuales domésticas afectan al rio Tunjuelo,
mas exactamente en el Parque Ambiental Cantarrana, esta situaciéon es generado
por el conjunto de apartamentos que estan ubicados en el parque, los cuales vierten
aguas residuales domeésticas a la cuenca media del rio de este parque, esto
claramente afectan al ecosistema que lo rodea y contribuye a la contaminacién de la
corriente del rio Tunjuelito en todo sus demas tramos; de igual modo, se tuvo en
cuenta que este rio nace de la cuenca alta donde también es contaminado por el
flujo de los fertilizantes quimicos que utilizan los campesinos en los cultivos y por los
residuos sélidos originados por el mal manejo de las basuras (Rodriguez, Y. 2018).

Asi mismo, el rio Tunjuelito es el segundo rio mas grande que tiene Bogota con una
longitud aproximadamente de 73 km, nace en la laguna Chisaca en el Paramo de
Sumapaz por encima de los 3.700 msnm y desemboca en el rio Bogota,
atravesando localidades como la de Sumapaz, Ciudad Bolivar, Tunjuelito, Bosa
Kennedy y Usme, siendo esta ultima localidad el lugar en donde encontramos el
Parque Ambiental Cantarrana ubicado especificamente en la subcuenca del Rio
Tunjuelito, donde es un punto estratégico para el sistema hidrico de la capital
(Alcaldia local de Tunjuelito, s.f).

A causa de los altos niveles de contaminacion en las aguas con el pasar de los
anos, los cientificos han realizado investigaciones con el fin de encontrar nuevas
formas de recuperar los espacios degradados; es asi que a principios de la década
de los 80 se maneja el término de biorremediacion, el cual consiste en una serie de
estrategias fisico-quimicas para la remediacién biolégica, constituida principalmente
en la capacidad que tienen los organismos para degradar de forma natural algunos
compuestos contaminantes, es de esta manera que la biorremediacion permite
reducir o remover residuos contaminantes como lo son los generados por el
vertimiento de residuos en aguas. Usualmente los organismos utilizados para este
fin son los microorganismos o los vegetales (Garzon, Rodriguez y Hernandez,
2017).

Es asi que se busco un microorganismo que disminuyera la contaminacion de la
vertiente de aguas residuales domésticas, por ello se pretendi6 desde la
biorremediacién el uso de Chlorella vulgaris, para reducir la carga contaminante de
algunos compuestos que deterioran la calidad de agua; sin embargo, al ser un
estudio realizado en laboratorio esta biorremediacion con Chlorella vulgaris, no se
llevé a cabo directamente en el ambiente, sino que en cambio se analizé la
bioabsorciéon de nitrato y fosfatos, siendo estos algunos de los principales
componentes que las agua residuales domésticas llevan como contaminantes.



Por consiguiente, Chlorella vulgaris se destaca entre las microalgas dulceacuicolas
como una de las especies mas estudiadas, con las que sea obtenido altos
rendimientos de produccion de metabolitos primarios y secundarios, teniendo una
alta capacidad de absorcion de nitratos y fosfatos (Gomez, Tormos, L. Y Ortega, Y.
2022). Ademas esta alga ha llamado la atencion en la biotecnologia, no solo por su
capacidad de bioabsorcion de algunos compuestos sino también por su produccion
de biomasa para la sintesis de biodiesel.

Algunas investigaciones han demostrado que el tratamiento de aguas residuales in
vitro por medio de la microalga Chlorella sp ha tenido un desarrollo y resultado
satisfactorio. De acuerdo a una investigacion en el municipio de Barrancabermeja,
Colombia; mediante bioensayos, en distintos medios de agua (agua 100%, residual
75%, agua residual 25%, agua purificada y un ultimo con fertilizante foliar), se
concluyé que el agua residual es un medio que brindaba las condiciones necesarias
para el crecimiento y desarrollo de Chlorella sp, ademas alcanz6 un 83,8% y 87,0%
de efectividad en remocién de nitratos y fosfatos (Alvarez, T: Enrique, J y Palencia,
E. 2015)

Por otro lado, en este trabajo se elabor6 una serie de guias practicas de laboratorio,
como una estrategia de aprendizaje que permita a otros desarrollar el aislamiento,
propagacion y observacion de la capacidad de bioabsorcion de Chlorella vulgaris, ya
que segun Alcazar, F. et al (2016) “las guias estan disefiadas para que el estudiante
pueda familiarizarse con los equipos, reactivos y materiales de uso comun en los
laboratorios y desarrolle habilidades y destrezas en el manejo de los mismos,
asumiendo su labor con un criterio analitico y cientifico".

2. JUSTIFICACION

La contaminacion de la cuenca media del Rio Tunjuelito en el Parque ambiental
Cantarrana es debida a las aguas residuales domésticas, que impactan de manera
significativa a los habitantes de la zona y a los organismos que lo habita, ademas
genera afectaciones tanto a nivel de salud como ambiental, ya que disminuye la
calidad de agua mediante las distintas sustancias que son vertidas en este, por esta
razon es importante buscar alternativas que permitan la descontaminacion de esta
zona del rio, por ello se pretende mediante la microalga Chlorella vulgaris reducir la
contaminacion ya mencionada, ya que segun algunos estudios este organismo
presenta un 95% de eficiencia de remocion de los compuestos de nitratos y fosfatos.

Por otro lado, las fuentes hidricas son de gran importancia y son de gran valor en
todo el mundo, siendo uno de los sustentos de vida mas relevantes; entre ellos los
rios, en Bogota D.C. se encuentra el rio Tunjuelo el cual a lo largo de la historia ha
sido importante ya que en sus 73 kilometros de recorrido, es uno de los mas
grandes que tiene la ciudad y abastecié de agua a los bogotanos siendo el primer
acueducto en la ciudad (Osorio J, 2006, pag 12).



Sin embargo, este rio se ha contaminado y con el pasar del tiempo no se ha tenido
en cuenta la reduccion de la carga contaminante, es por ello que se quiere dar su
relevancia y aportar a la descontaminacion, desde un sector especifico el cual se
encuentra ubicado en la cuenca media del Parque Ambiental Cantarrana donde se
vierten las aguas residuales domésticas, es asi que se busca obtener muestras de
agua contaminada de este sector para posteriormente desde el laboratorio observar
el potencial de la microalga Chlorella vulgaris en la bioabsorcion de nitratos y
fosfatos que son los principales compuestos de contaminacion de las aguas
residuales domeésticas; para que en un futuro este trabajo sirva como antecedente
para investigaciones futuras sobre biorremediacién en este rio.

Asi mismo, se escogidé a Chlorella vulgaris ya que es un microorganismo con una
alta capacidad de adaptabilidad, ademas de ser nativo de Colombia, por otro lado,
esta microalga ha sido usado eficazmente en otros estudios para la
descontaminacion de agua residuales como lo son las domeésticas, industriales y
agricolas; permitiendo intuir que este organismo puede reducir nitratos y fosfatos en
muestras de laboratorio de agua de la cuenca media del rio Tunjuelito en el Parque
Ambiental Cantarrana.

Por ultimo, cabe destacar que este Trabajo de Grado a realizar es de gran
importancia en el campo de la biologia al desarrollar habilidades de investigacion,
como son la observacion, la descripcién, la obtencion de datos y la resolucién de
problemas biologicos; como maestros de esta area del conocimiento podemos y
debemos aportar al estudio de procesos biolégicos como es la biorremediacion; la
formacién académica en los laboratorios, la busqueda de informaciéon y la
construccion de conocimiento. Desde el area de la pedagogia se aporta a la
realizacion de guias practicas de laboratorio ya que son una estrategia de
aprendizaje que motiva al estudiante a tener pautas para el desarrollo de
habilidades, destrezas y conocimiento en el ambito académico.

3. MARCO TEORICO

3.1. Cuerpos de agua

El agua cubre mas del 70% de la superficie del planeta Tierra; se encuentra en
océanos, lagos, rios y suelo. Es la fuente y el sustento de la vida, contribuye a
regular el clima de todo el planeta. Ademas posee propiedades unicas que la hacen
esencial para la vida. Los cuerpos de agua son entendidos como cualquier
extensidn que se encuentra en la superficie terrestre (rios y lagos) o en el subsuelo
(acuiferos, rios subterraneos); tanto en estado liquido, como solido (glaciares,
casquetes polares); tanto naturales como artificiales (embalses) y estas pueden ser
tanto de agua salada como dulce (Fernandez.C y Alicia, 2012).



3.1.1. Rio

Un rio es un sistema fluvial que presenta algunas caracteristicas particulares
con el resto de ecosistemas, este como unidad ecoldgica, no es un sistema
cerrado, esto debido a que mantiene intercambios y relaciones con otros
ecosistemas que bordean las orillas de su cauce. Un rio es una corriente de
agua que fluye desde su nacimiento hasta su desembocadura en otro rio,
lago o en el mar, su nacimiento puede tener distintos origenes como por
ejemplo los manantiales los cuales dan lugar a la formacién de arroyos, que
cuando confluyen, formando un rio, en otras ocasiones pueden originarse por
el deshielo de los glaciares (Beltran, S. 2009).

El rio esta dividido en partes, el cauce es un canal alargado que ha sido
moldeado por la accién del agua. Este es el limite fisico de un flujo de agua,
siendo sus limites laterales las margenes (o riberas); el lecho fluvial es la
parte del fondo de un valle por donde escurren las aguas; El cauce menor es
aquel por donde escurre agua todo el ano (por ello se lo denomina
permanente) y el cauce mayor o también conocido como llanura de
inundacién), contiene al primero y sélo es invadido por el curso menor debido
al desborde durante las crecidas (Beltran, S. 2009).

3.1.1.1. Rio Tunjuelo

El rio Tunjuelo “nace en el embalse de Chisaca, localizado en el
paramo de Sumapaz en el extremo suroriental de Bogota, y en la
localidad de Bosa desemboca en el rio Bogota, que a su vez es
afluente del rio Magdalena.” (Alcaldia local de Tunjuelito, 2016). A lo
largo de su historia este rio ha albergado dos quintas partes de la
poblacion de ciudad de Bogota, teniendo una longitud de 73 km, lo que
lo lleva a ser el segundo rio mas grande de la ciudad después del
Bogota; en 1930 sus aguas fueron la fuente hidrica del primer
acueducto que abastecia la ciudad (Osorio, J. 2006).

A su vez, el uso de estas aguas ha traido grandes problematicas
ambientales de contaminacion, desde 1960 las causas que lo han
provocado son la construccion de canteras, el crecimiento urbano y la
industrializacién del sector, ademas de procesos de alta contaminacion
como la preparacion de detergentes y las curtiembres (Alcaldia local
de Tunjuelito, 2016).

3.1.2. Aguas residuales domésticas

Las aguas residuales domésticas o también conocidas como aguas negras,
son aguas procedentes de las heces y orina humanas, del aseo personal, de
la cocina y de la limpieza de la casa, las cuales suelen poseer una gran
cantidad de materia organica, microorganismos, restos de jabones,
detergentes, lejia y grasas (Espigares, M. y Pérez, J. 2015).

Por otro lado, Osorio, M. et al (2021) nos dice que las aguas residuales
domeésticas son también conocidas con el nombre de aguas servidas, que
tienen origen en las actividades de la rutina diaria del ser humano y sus



descargas son mediante sistemas de alcantarillado o de vertimientos directos
sobre el ambiente; la composicién de las aguas residuales domésticas es
variada presentando caracteristicas fisicoquimicas y bioldgica altamente
alteradas, las cuales en tal estado no son aptas para el consumo humano.

3.1.2.1. nitratos y fosfatos

Los nitritos y nitratos, son compuestos solubles conformados
molecularmente por nitrogeno y oxigeno; en el ambiente, el nitrato
(NOs3-) generalmente se convierte a nitrito (NO2-); aunque estos
compuestos forman parte del ciclo biogeoquimico del nitrégeno, las
actividades humanas aumenta sus niveles tanto en el suelo como en el
agua, por lo que llegan a alcanzar altas concentraciones en rios o
lechos profundos; esta contaminacion se asocia con actividades de
origen industrial, ganadero, urbano, lixiviados, entre otros (Bolafios, J;
Cordero, G y Segura, G. 2017).

Por otro lado, el fosfato (PO4-) se forma a partir del fosfatos inorganico
que existe como mineral y contribuye directamente en el ciclo de este
en el ambiente; también existe en solucion como particulas,
fragmentos sueltos o en cuerpos de organismos acuaticos. El
incremento de este compuesto en el agua produce la muerte de peces
y de muchas especies marinas, por la gran cantidad de polifosfatos
provenientes de los detergentes de las aguas residuales. Por otra
parte, el fosfato es un nutriente importante para el crecimiento de
algas, esto quiere decir que al existir una mayor concentracion de
fosfatos, aumenta el crecimiento de algas, lo que a su vez afecta la
cantidad de oxigeno presente en el agua y, por ende, el crecimiento
desbordado de materia organica viva, que finalmente conduce a una
eutrofizacion (Bolafos, J; Cordero, G y Segura, G. 2017).

3.2. Parque Ecolégico

Los parques en las ciudades, son espacios verdes de uso publico, donde suele
presentarse abundante vegetacion e instalaciones para disfrutar de momentos de
ocio y descanso, por otra parte, el término "ecoldgico" se refiere a las interacciones
que tienen los seres vivos con el ambiente; por lo anterior, un parque ecoldgico es
un espacio verde que se caracteriza por su especial cuidado de la vegetacion, los
ecosistemas y las especies que habitan en él. Principalmente estos lugares sirven
de proteccion para los ecosistemas que acoge, ademas crea conciencia en la
poblacion sobre la importancia de preservar el ambiente; también permiten llevar a
cabo investigaciones y estudios de caracter cientifico. Igualmente, aporta beneficios
como es el control de las emisiones de carbono, asi como en la preservacion de las
especies vegetales (Sanchez, J. 2022).

3.2.1. Parque Ambiental Cantarrana

En la localidad de Usme, se encuentra el Parque Ambiental Cantarrana,
considerado uno de los pulmones verdes de la ciudad; tiene un recorrido de
76 hectareas de zonas verdes en las cuales hay espacios de recreacion;
“Este gran parque, se ha convertido en uno de los puntos estratégicos para el
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sistema hidrico de Bogota, puesto que se encuentra ubicado en la carrera 1A
No.100-11 sur, entre los barrios Monteblanco y Brazuelos, en la subcuenca
del rio Tunjuelo” (Alcaldia local de Usme. 2016).

Este parque abrié sus puertas a Bogota en el afio 2007, al nacer como un
proyecto ambiental y ecolégico debido al peligro de las desbordadas del rio
Tunjuelo; por lo cual se construyd una represa que contiene el agua del rio
cuando hay fuertes lluvias; de igual modo al lado del rio hay espacios para la
recreacion de la comunidad (Usme.com.co. 2018). La presa seca, ubicada en
el Parque Ambiental Cantarrana ver Figura 1, consiste en la regulacion de las
crecientes del rio Tunjuelo, lo cual beneficié 42 barrios en Bogota ubicados a
lo largo de la cuenca del rio Tunjuelo, el cual atraviesa de sureste a suroeste,
recorriendo la localidad Sumapaz, Usme, Ciudad Bolivar, Tunjuelito, Bosa y
Kennedy, limientando con la vereda Bosatama de Soacha (Acueducto de
Bogota , 2021).

4 Estacion Quinta Usme o \
s
Conjunto Residencial =
Cantarrana
= /
OA PirAque :
& Ambienta
é‘- Cantarrana 9
& .

Parque Ambiental Cantarrana

Figura 1. Parque Ambiental Cantarrana, Usme - Bogota. Tomado de google maps

3.3. Biorremediacion

De acuerdo a la fundacién chilena FCH (2013), se menciona que las tecnologias de
remediacion se pueden clasificar en varios apartados siendo uno de ellos de
acuerdo al lugar de aplicacion de la remediacion, estando dentro de esta categoria
la biorremediacién in situ y ex situ, la cual consiste esta ultima en la extraccion del
medio contaminado para su posterior tratamiento, ya sea en el mismo lugar (On
Site) o en instalaciones o espacios externos (Off Site). Este tipo de remediacion
puede ser usado tanto para suelos como para fuentes hidricas. Dentro de la
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clasificacion de las tecnologias de acuerdo a el tipo de tratamiento aplicado se
pueden distinguir los tratamientos biolégicos, que estan centrados en la
degradacion, transformacion y/o remocion de contaminantes mediante la actividad
metabdlica natural de algunos organismos, los tratamientos fisicoquimicos, que
logran la destruccién, separacion y/o contencién de contaminantes aprovechando
propiedades fisicas y/o quimicas; entre estos microorganismo se encuentran las,
bacterias, hongos y microalgas.

3.3.1. Bioabsorcion

La bioabsorcion se conoce como la remocion de compuestos contenidos en
soluciones acuosas mediante la unibn a la biomasa, entre los
microorganismos estudiados se encuentran las bacterias, hongos vy
microalgas; los cuales asimilan y concentran los nutrientes; este proceso de
bioacumulacién tiene lugar cuando la energia metabdlica se emplea para la
asimilacion de los componentes inorganicos, y cuando no requiere esta
energia se refiere al proceso conocido como bioadsorcion, que generalmente
requiere de la complejacion de los elementos inorganicos, por ligandos o
grupos funcionales, de la pared exterior de la célula, cuando por el contrario,
los microorganismos retienen internamente los compuestos por
complejizacidn con diversos ligandos citoplasmaticos como los polifosfatos o
las proteinas; sin embargo, los microorganismos también pueden ser
selectivos para los variados contaminantes (Jimenez, G; Greiss, K; Atorre, R.
y Grace, H. 2013).

Por otro lado, segun Volesky en Jimenez, G et al (2013), se puede encontrar
que las microalgas tienen gran importancia y aplicacion en el area de la
bioadsorcion:

Las algas despiertan un especial interés en la investigacion y
desarrollo de nuevos materiales biosorbentes, debido no solamente a
su alta capacidad de adsorcion sino también a que se encuentran
presentes en mares y océanos en cantidades abundantes y de facil
acceso (Volesky, 1990). Sin embargo, hay pocas publicaciones sobre
biosorcién empleando algas en relacion a las existentes usando otros
biomateriales principalmente bacterias y hongos. (pag. 29)

3.4. Microalgas

Las microalgas son microorganismos unicelulares, fotosintéticos y eucariotas, son
altamente eficientes en la fijacion de COz2, utilizando la energia solar para la
produccion de biomasa, estos organismos tienen una gran importancia como
productores primarios de la cadena tréfica, siendo estos los primeros productores de
la materia organica; su alto numero de especies y versatilidad permite que estos
sean utilizados en distintos campos industriales. Las algas se encuentran presentes
en todos los ambientes con agua, como lagos, mares y rios, aunque también
pueden ser encontrados en ambientes terrestres, o que las hace ser adaptadas a
una gran cantidad de condiciones (Cajamar, 2015).

De igual modo, la composiciéon y abundancia de las poblaciones de algas en los
cuerpos de agua son influenciadas por las caracteristicas fisico-quimicas del agua
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que se relacionan con la disponibilidad de nutrientes como es el fosforo y el
nitrogeno, los cuales son utilizados por las algas para su crecimiento y
funcionamiento; el enriquecimiento de las aguas, se conoce como proceso de
eutroficacion, esto se debe a las actividades que se realizan en las areas que
rodean los cuerpos de agua, como lo es el aumento en las cargas de materia
organica, especialmente de nutrientes como el nitrégeno y el fésforo provenientes
de la actividad agricola o de los drenajes municipales que pueden tener
detergentes, que generan la eutroficacion. El aumento de nutrientes puede
favorecer el crecimiento excesivo de algunas especies de algas, alterando el
equilibrio y funcionamiento del ecosistema acuatico, cuando hay una alta
concentracion de biomasa de las algas, éstas al degradarse consumen el oxigeno
disuelto en el agua, lo cual puede afectar a los peces, anfibios y otros organismos
acuaticos, debido a la disminucion del oxigeno (Vazquez, G. 2023).

Por consiguiente las microalgas presentan una capacidad biorremediadora que
consiste en la eliminacion o biotransformaciéon de contaminantes de un medio
liquido o gaseoso. Estos compuestos contaminantes son captados por la biomasa
algal y pueden ser recuperados mediante su produccion. Dentro de las microalgas
encontramos diversas especies como Chlorella vulgaris (Hernandez, A. y Labbe, J.
2014).

3.4.1. Chlorella vulgaris

Segun M.W. Beyerinck, 1890, la microalga Chlorella vulgaris se encuentra
clasificada taxonémicamente:

Reino: Protista
Division: Chlorophyta
Clase: Chlorophyceae
Orden: Chlorococcales
e Familia: Oocytaceae
Y _ Género: Chlorella
Bl ¥ Especie: Chlorella vulgaris

Imagen tomada por Maria F. Ortiz (2022)

Chlorella vulgaris es un alga verde unicelular, microscopica con un tamafio de
5 a 10 ym y con una estructura similar a la de las plantas superiores,
conteniendo una pared celular, mitocondria y cloroplastos, siendo este ultimo
necesario para llevar a cabo la fotosintesis; por otro lado, presenta
reproduccion asexual por auto-esporulacion que toma alrededor de 24 horas
para realizar su divisidbn, posee un rapido crecimiento en condiciones
autotrdficas, heterotroficas y mixotréficas. Esta alga esta presente en el
planeta Tierra desde el periodo precambrico y presenta multiples ventajas
como por ejemplo su bajo costo, facil cultivo, alta velocidad de crecimiento y
la habilidad de adaptarse a diferentes ambientes, lo que permite su cultivo en
areas pequefas. La especie Chlorella vulgaris fue descrita en 1890 por el
microbiodlogo Martinus Willem Beijerinck, quien obtuvo cultivos puros de esta
microalga, siendo este el primer cultivo de microalgas eucariotas, a partir de
entonces se desarrolld el interés por sus aplicaciones biotecnoldgicas
(Cajamar, 2015).
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De acuerdo a S4fil, C., Zebib, O. Merah, P. y Pontarlier citados por Gomez,
Tormos, L. Y Ortega, Y. (2022) entre las microalgas dulceacuicolas Chlorella
vulgaris ha sido una de las especies mas estudiadas, con las que sea
obtenido altos rendimientos de metabolitos primarios y secundarios, teniendo
una alta capacidad de absorcion de nitratos y fosfatos; por otro lado, se ha
observado que, debido a su adaptabilidad, puede responder de manera
diferente cuando se expone a diferentes factores durante su crecimiento
(Ortiz, M.; Romero, M. & Meza, L. 2018).

Asi mismo, en el transcurso del tiempo, el uso de las microalgas como
Chlorella vulgaris bajo condiciones controladas ha sido importante, dando
diversas posibilidades econdmicas, entre ellas su biomasa puede ser usada
para aplicaciones como alimento para animales, biofertilizantes en el suelo,
alimento de los acuarios o resolver problemas de salud publica, por medio de
la purificacion bioldgica de las aguas negras de las ciudades (Kanno y Kazie,
2005 en Jimenez, G. et al, 2013).

3.5. Estrategia pedagédgica guias practicas de laboratorio

Las practicas de laboratorio son una estrategia didactica para la ensefianza y
aprendizaje de los sujetos, ya que estas posibilitan el desarrollo de algunas
habilidades cientificas y un aprendizaje de los conceptos asociados con las
tematicas que se abordan con los estudiantes. Asi mismo, estas practicas se hacen
esenciales ya que motivan el razonamiento del estudiante, dado que en el proceso
se realizan observaciones, comparaciones y analisis de resultados. Ademas, este
tipo de practicas propician el desarrollo de habilidades y actitudes positivas hacia el
trabajo de laboratorio y a su vez permiten relacionar con asuntos de la vida diaria y
con la tecnologia, en donde los estudiantes son expuestos a una situacion que
comienza con el planteamiento del problema y su solucion y se requiere de integrar
aspectos cualitativos y cuantitativos (Marin, 2010).

4. ANTECEDENTES

4.1. Internacionales

En el estudio realizado en Lima, Peru por Oscanoa, A; Cervantes, M; Flores, L. y
Ruiz, A. (2021) Evaluacion del potencial de Desmodesmus asymmetricus 'y Chlorella
vulgaris para la remocién de nitratos y fosfatos de aguas residuales; tuvo como
objetivo evaluar las microalgas Chlorella vulgaris y Demodesmus asymmetricus, con
el fin de determinar la proporcibn de microalgas que remueven la mayor
concentracion de nitrégeno y fosfatos en aguas residuales de una planta de
tratamiento; para ello tuvo como metodologia un disefio de mezclas de microalgas
con el agua residual durante 9 dias, con fotoperiodo 12:12 horas, en un invernadero;
en sus resultados se pudo observar que las mayores eficiencias de remocién de
nitrogeno y fosfatos se obtuvieron con mayor proporcion de Demodesmus
asymmetricus, entre ellos sobresalié el tratamiento T3 25% Chlorella vulgaris'y 75%
Demodesmus asymmetricus donde se removié el 100% de nitrégeno y 77.1% de
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fosfatos, también determinaron que la mezcla 6ptima de microalgas que logra la
mayor remocion, fue la proporcion de 6% de C. vulgaris y 94% de D. asymmetricus
en un tiempo de cultivo de 9 dias, como ultima conclusién tuvieron que las
microalgas demuestran su capacidad de biorremediacion de aguas residuales
domésticas. Por lo anterior, este antecedente es relevante ya que muestra el uso de
Chlorella vulgaris en el tratamiento de aguas residuales y al mezclarla con otra
microalga tiene una capacidad de bioadsorcion en menos dias.

Un estudio realizado en Surat, India por Mondra, N; Jariwala, N. y Robin, C. (2020)
Comparative study for Treatment of Domestic Wastewater Using Chlorella Vulgaris,
tuvo como objetivo el estudio de diferentes concentraciones de microalgas (20%,
25%, 30%, 35%, 40% y 45%), para el tratamiento de aguas residuales domeésticas
durante 11 horas; para ello se us6 la metodologia experimental, donde se utilizaron
distintos vasos de vidrio con variadas concentraciones de Chlorella vulgaris y aguas
residuales domésticas sin tratar, analizando algunas propiedades fisicoquimicas del
agua como por ejemplo el pH, la conductividad, etc; tuvo como resultado que a
pesar del corto tiempo del estudio se observd una eliminacion eficiente, por lo que
Chlorella vulgaris puede ser una opcion viable y rentable para el tratamiento del
agua. Este antecedente es relevante ya que permite ver la fuerte adaptabilidad de
Chlorella vulgaris y su rapido crecimiento en poco tiempo, ademas de la viabilidad
para la biorremediacién de aguas residuales domésticas, nos aportaria para la
investigacion una alternativa amigable con el ambiente en lugar del uso de quimicos
ya que estos traen afectaciones secundarias.

Un trabajo realizado en México por Aragon, L. et al (2017) Tratamiento de aguas
residuales domésticas empleando Chlorella vulgaris en un biorreactor airlift, tuvo
como objetivo el disefio de un sistema de tratamientos de aguas residuales
domeésticas utilizando cepas de Chlorella vulgaris en el biorreactor para remover
algunos parametros que contienen el agua residual (nitrégeno, fosfatos, DQO) para
luego analizar factores como el pH y temperatura, para esto se utilizé una
metodologia experimental, obteniendo como resultado que durante la etapa
experimental el pH vy las eficiencias de remocion fueron en aumentd en funcién del
tiempo de tratamiento, dando una eficiencia de remocion de los distintos
componentes presentes en el agua residual por Chlorella vulgaris siendo 27.45%
para nitratos y 54.22% para fosfatos en un tiempo final de 48 horas. El antecedente
es de importancia para el presente trabajo ya que permite dar elementos para la
posible experimentacion que se utilizara para determinar la efectividad de la
Chlorella vulgaris para la biorremediacion de aguas residuales domésticas.

De acuerdo a un estudio realizado en Hong Kong por Liang, Y. y Wong, M. (2000)
Reclamation of Wastewater for Polyculture of Freshwater Fish: Bioassays Using
Chlorella and Gambusia, tuvo como obijetivo la recuperacién de aguas residuales
mediante Chlorella vulgaris y Gambusia para policultivos de peces de agua dulce;
utilizando una metodologia experimental, mediante bioensayos con Chlorella
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vulgaris y Gambusia para ver su efectividad en la recuperacion de aguas residuales;
concluyendo que después de 17 dias la mayoria de los cultivos alcanzaron la fase
estacionaria, ademas de que las aguas de estanques utilizadas en los bioensayos,
contenian elementos esenciales que apoyan el crecimiento de la microalga Chlorella
vulgaris y el pez Gambusia. Lo anterior es relevante ya que da elementos
procedimentales para determinar la efectividad de Chlorella vulgaris en la
biorremediaciéon de aguas residuales domésticas, ademas de reafirmar su
efectividad a causa de los elementos esenciales que contiene el agua residual para
el crecimiento de la Chlorella vulgaris.

4.2. Nacionales

En el articulo realizado en la Universidad de Antioquia por Renteria, M. y Garcia, D.
(2019) Estudios sobre la biorremediacion en Colombia; tuvo como objetivo recopilar
todos los estudios de biorremediacion en Colombia y analizar qué técnicas o
aplicaciones son comunes para llevar a cabo este proceso; para su metodologia
realizaron una busqueda bibliografica en diferentes bases de datos como
ScienceDirect, Scielo, Redalyc, PubMed, EBESCO y Scopus, seleccionando las
publicaciones por palabras clave, tipo de estudio, poblacién, aplicaciones, fecha de
publicacion e idiomas; en las conclusiones obtuvieron un total de 1.758 resultados
de bibliografia de los cuales solo se analizaron 59 articulos, de ellos se identifico
que en Colombia se comenzé a publicar estudios relacionados con la
biorremediacidon desde el afio 2002 y el interés por el tema incrementa cada ano,
por otro lado, el analisis concluyé que las bacterias son los microorganismos mas
utilizados, para este tipo de investigaciones, entre las principales técnicas
empleadas son la fitorremediacion, la bioestimulacion y la bioaumentacién, también
se encontré que la utilidad de la biorremediacion se enfoca en la recuperacién de
suelos y aguas contaminadas, entre la literatura el 20% trata de aguas
contaminadas (12/59), el 6,8% de aguas residuales (4/59) y 3,4% de
biorremediacion en lixiviados (2/59). Este antecedente es relevante, ya que muestra
que la biorremediacion esta siendo un estudio en auge en Colombia, el cual se ha
venido desarrollando gradualmente pero aun asi se tiene poca informacién sobre
esta en microalgas y en agua residuales, debido a que los mayores estudios han
sido con bacterias en el campo de la biorremediacion en Colombia, por lo que este
trabajo es un aporte el campo de la bioadsorcién con microalgas como Chlorella
vulgaris en Colombia.

Un trabajo realizado en Bucaramanga por Candela, R. (2016) Las microalgas vy el
tratamiento de aguas residuales: conceptos y aplicaciones, tuvo como principal
objetivo la revision bibliografica sobre el uso de las microalgas en el tratamiento de
aguas residuales, ademas de resefar los pronunciamientos internacionales y la
legislacidn nacional sobre el tratamiento de aguas residuales que debe hacerse en
Colombia, para ello como metodologia realizd una busqueda de publicaciones

16



académicas recientes, hechas tanto en Colombia como en América Latina, Espana
y Portugal, en bases de datos digitales como Redalyc, Dialnet, SciELO,
OpenAccess, entre otras, y en bibliotecas como la Universidad de Educacion Abierta
y a Distancia y la Luis Angel Arango, primando investigaciones que se hayan llevado
a cabo después del ano 2000; finalmente como conclusion se tuvo que la
investigacion observd un mayor crecimiento de las microalgas cuando hay presencia
de efluentes anaerobios, por la mayor concentracion de nutrientes, de igual manera,
se expuso que las microalgas Chlorella vulgaris y Sphaerocystis sp tienen mayor
tolerancia a los efluentes anaerobios, ya que hay una disminucién en el efluente de
rastro por la presencia de Paramecium; por otro lado, el tratamiento es mucho mas
eficiente si se realiza sobre cultivos mixtos, con altas temperaturas y con una mayor
velocidad de reaccidén, ademas se pudo concluir que el uso de las microalgas
Chlorella sp. y Scenedesmus sp. es efectivo para el tratamiento de aguas residuales
provenientes de la industria pesquera, esta ultima en especial para la remocion de
fosfatos, nitrégeno y materia organica. Este trabajo nos permite desde el presente
proyecto tener un panorama general del uso de las microalgas para la
biorremediaciéon, ademas de ofrecernos indicaciones y algunas recomendaciones
que se deben tener a la hora de desarrollar un proyecto de biorremediacién
enfocado a aguas residuales.

En el estudio realizado por Alvarez, T; Enrique, J y Palencia, E. (2015) Tratamiento
de aguas residuales in vitro por medio de la microalga Chlorella sp. en el municipio
de Barrancabermeja, Colombia; tuvo como objetivo determinar la efectividad del
cultivo de Chlorella sp. como un método de tratamiento in vitro para la remocioén de
aguas residuales; en su metodologia se utilizé bioensayos, en distintos medios de
agua (agua 100%, residual 75%, agua residual 25%, agua purificada y un ultimo con
fertilizante foliar), dando como resultado un crecimiento satisfactorio de la microalga
en las distintas aguas, sin embargo, las mayores densidades celulares se obtuvieron
en el agua residual; se concluy6 que el agua residual es un medio que brindaba las
condiciones necesarias para el crecimiento y desarrollo de Chlorella sp, ademas
alcanz6 un 83,8% y 87,0% de efectividad en remocién de nitratos y fosfatos. De
acuerdo a lo anterior es oportuno ya que permite dar un referente de la efectividad
del crecimiento de Chlorella vulgaris en aguas residuales ademas de evidenciar su
alta capacidad de remocion de nitratos y fosfatos, siendo este una forma de
biorremediacion, ademas de mostrar la efectividad en aguas 100% residuales.

El trabajo realizado en la Universidad de Medellin por Aguirre, N. Palacio, J.
Correa, |. y Hernandez, E. (2007) Ensayos de bioestimulacion algal con diferentes
relaciones nitrogeno : fosfatos, bajo condiciones de laboratorio; tuvo como obijetivo
analizar el crecimiento de la microalga Chlorella vulgaris, ante las diferentes
concentraciones de nitrégeno y fésforo, a través de ensayos de bioestimulacion; en
su conclusion obtuvieron que el crecimiento de Chlorella vulgaris es dependiente de
la relacién entre el nitrégeno y el fosforo. Lo anterior, orienta a la realizacién del
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trabajo debido a que informa sobre los parametros, condiciones y nutrientes que
necesita Chlorella vulgaris para su crecimiento.

4.3 Regionales

En el Trabajo de Grado en la Universidad Jorge Tadeo Lozano realizado en Bogota
D.C: por Rodriguez, Y. (2018) Tunjuelo: el rio que se convirtid en cloaca; tuvo como
objetivo el abordaje de la contaminacion de las cuencas altas, media y baja del rio
Tunjuelo, el cual buscaba identificar quiénes y con qué contaminan esta fuente
hidrica; teniendo una metodologia cualitativa descriptiva (etnografica), empleando
entrevistas y caracterizaciones de los contaminantes; obtuvo como conclusion que
este rio es contaminado, por los fertilizantes agricolas, la mineria, los lixiviados, las
curtiembres, las basuras y otros vertientes de la ciudad. Este antecedente brinda un
apoyo a la relevancia y pertinencia del proyecto de investigacion debido a que da un
recorrido etnografico de los contaminantes que se vierten en el Rio Tunjuelo y la
poca intervencion que se le tiene en su tratamiento, haciendo conveniente la
intervencion para la disminucion de la carga contaminante de la cuenca media en el
Parque Ambiental Cantarrana.

En la Universidad Libre, un trabajo realizado por Ortiz, M; Romero, M. y Meza, L.
(2018) La biorremediacidn con microalgas (Spirulina maxima, Spirulina platensis y
Chlorella vulgaris) como alternativa para tratar la eutrofizacion de la laguna de
Ubaque, Colombia; tuvo como objetivo el tratamiento biolégico de la laguna de
Ubaque, Cundinamarca por medio de la biorremediacion con las algas Spirulina
maxima, Spirulina platensis y Chlorella vulgaris, el cual buscaba la disminucion de
los niveles de nitratos, nitritos y fosfatos que se encuentran en esa fuente hidrica y
con ello comprobar la capacidad depuradora de estos microorganismos; para ello
este trabajo fue realizado por medio de la metodologia del disefio experimental, por
el cual las cepas fueron adaptadas a las condiciones de la laguna para
posteriormente cultivarlas y realizar el experimento; en sus conclusiones se
determind que la biorremediacion con microalgas en la laguna de Ubaque fue viable,
siendo Chlorella vulgaris la que dio mayor capacidad de remocion de nitritos,
nitratos y fosfatos. Este antecedente es relevante debido a que aporta desde una
investigacion cercana en el contexto Colombiano, enfocada en la biorremediacién
con la microalga Chlorella vulgaris y una capacidad de remocion de los compuestos
en estas aguas contaminadas de nitritos (87.2%), nitratos (88.24%) y fosfatos
(90%), por lo que apoya la eleccion de este organismo para la disminucién de carga
contaminante en la cuenca media del Rio Tunjuelo del Parque Ambiental
Cantarrana.

En el Trabajo de Grado de Alvarez, D. y Botache, L. (2020) Biodegradacién de
plastico con larvas del coledptero Tenebrio molitor como un aporte interdisciplinar a
la biotecnologia ambiental, realizado en Bogota D.C. de la Universidad Pedagdgica
Nacional; tuvo como objetivo analizar el proceso de biodegradacién de plastico a
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partir de larvas de coledptero Tenebrio molitor como aporte a la biotecnologia
ambiental mediante una guia practica - virtual de laboratorio; para ello este trabajo
utilizé el enfoque metodologico mixto equivalente de tipo paralelo simultaneo, el cual
se basa en combinar técnicas, métodos, aproximaciones, conceptos o lenguaje
cuantitativo y cualitativo en un solo estudio; en sus conclusiones determind que el
ambiente donde se encuentran las larvas es importante pues de este depende su
densidad poblacional, también determiné que los dos tipos de plastico, poliestireno y
polietileno de baja densidad fueron biodegradados, pero el poliestireno presentd una
mayor degradacion, por otro lado, en cuanto a la guia practica dio su importancia a
su contenido y estructura la cual es clara y especifica, ademas de ser motivante
para los estudiantes. Por lo anterior, se destaca este antecedente en el trabajo
debido a que utiliza guias practicas de laboratorio para relacionar la investigacion
tanto biolégica como pedagdgica, ademas de tratar con organismos en la
degradacion de compuestos como es en este caso las larvas con el plastico.

En un trabajo de grado realizado por Piraquive, D. (2020) en Bogota D.C. en la
Universidad Pedagdgica Nacional, llamado Analisis del guano del murciélago
Carollia perspicillata como biofertilizante de bosques perturbados, presentdé como
objetivo la identificacién del murciélago Carollia perspicillata en la Vereda el Castillo
— La Palma, Cundinamarca, Colombia, su habito alimenticio y la identificacion de las
bacterias nitrificantes y coliformes, ademas del analisis quimico de nitrogeno y la
realizacion de cinco guias practicas de laboratorio, con el propdsito de plantear una
posible solucién a la desaparicién de corredores biolégicos y reduccion del habitat;
para ello utilizé una metodologia, disciplinar con un componente pedagogico
didactico, el cual consistidé en la identificacion de Carollia perspicillata en época
lluviosa y época seca, la identificacion de su habito alimenticio y el analisis e
identificacion del guano de Carollia perspicillata; obteniendo como conclusiones la
identificacion de Carollia perspicillata, su tipo de alimentaciéon, ademas de la
observacion de mayor cantidad de bacterias nitrificantes y fijadoras de nitrégeno en
épocas de lluvia, finalmente diseid y elabord cinco guias de laboratorio una en
relacion a la identificacion del murciélago Carollia perspicillata, otra sobre
crecimiento de Phaseolus vulgaris en dos tipos de sustratos, una tercera sobre el
aislamiento e identificacion de bacterias nitrificantes a partir del guano del
murciélago Carollia perspicillata, una cuarta guia de aislamiento e identificacion de
bacterias coliformes fecales a partir del guano del murciélago Carollia perspicillata, y
finalmente una guia sobre identificacion de endoparasitos en el guano de Carollia
perspicillata. Este antecedente se considera relevante ya que a partir de él se puede
tener como referencia para el disefio y desarrollo de guias de laboratorio como
estrategia didactica.
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A lo largo de la historia los rios han sido la fuente de recursos hidricos para muchas
ciudades, sin embargo, se les ha tratado como vertederos de residuos tanto sélidos
como liquidos, estas aguas contaminadas ya sean industriales, agricolas, lixiviados,
domésticas, entre otras, que se vierten en el rio, afectan a los organismos dentro de
él y al mismo ecosistema que lo rodea; en el Parque Ambiental Cantarrana pasa el
rio Tunjuelo o como algunos autores lo llaman el rio que se convirtié en cloaca, este
rio tiene un recorrido donde en todos sus transectos es afectado empezando en lo
mas alto con los fertilizantes quimicos que por escurrimientos del suelo llega al rio,
luego estan las aguas residuales domésticas donde paran en el cauce del rio y mas
abajo el agua de las curtiembres; todo esto implica un gran impacto ambiental en el
rio Tunjuelo.

Entre los vertidos de aguas contaminadas que ocasionan dafos al rio Tunjuelo se
encuentra uno en el Parque Ambiental Cantarrana, ubicado en la localidad de
Usme, Bogota D.C., debido a que los apartamentos que cuentan con un sistema de
alcantarillado atraviesan el parque y dan a la cuenca media del rio Tunjuelito, por lo
que, todas las aguas residuales domésticas de los apartamentos son vertidas sin
ningun tipo de tratamiento; cabe aclarar que estas aguas residuales domésticas,
negras o jabonosas tienen un alto contenido de nitrogeno y fosfatos, entre otros
componentes que disminuyen la calidad del agua del rio Tunjuelo.

Por lo anterior, la biorremediacion mediante el uso de Chlorella vulgaris puede
resultar como alternativa a la bioabsorcion de compuestos contaminantes como lo
son los nitratos y fosfatos, ya que de acuerdo a la revisiones bibliograficas, estos
compuestos son los que se encuentran en las aguas residuales domésticas siendo
pertinentes para el desarrollo de la microalga, por ello se escogid a Chlorella
vulgaris que podra ser utilizada en bioensayos de laboratorio.

Por lo anterior, se plantea la siguiente pregunta problema:
¢, Cual es la capacidad de bioabsorcidén de nitratos y fosfatos de Chlorella vulgaris

en aguas residuales domésticas del Parque Ambiental Cantarrana - Bogota, para el
disefio y desarrollo de Guias Practicas de Laboratorio?

6. OBJETIVOS

General
Determinar la capacidad de bioabsorcién de nitratos y fosfatos con Chlorella vulgaris

de las aguas residuales domésticas de la cuenca media del Rio Tunjuelito del
Parque Ambiental Cantarrana.
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Especificos

% Caracterizar la calidad del agua de la cuenca media del Rio Tunjuelito, con base
en parametros como nitrito, nitratos y fosfatos.

% Determinar el potencial de bioabsorcién de Chlorella vulgaris  de los
contaminantes nitratos y fosfatos.

% Elaborar Guias Practicas de Laboratorio sobre la biabsorcién de Chlorella vulgaris
de contaminantes.

7. METODOLOGIA

7.1 Paradigma y Enfoque

El presente trabajo tuvo en cuenta el referente positivista, ya que se caracteriza por
ser racional, objetivo, se basa en lo observable, manipulable y verificable. En el
paradigma positivista se encuentran, la formulacion de hipoétesis, su verificacién y la
prediccion a partir de las mismas, la experimentacion, el empleo de métodos
cuantitativos y de técnicas estadisticas para el procesamiento de la informacién
(Martinez, V. 2013). Ademas de tomar el conocimiento y concebir las practicas
empiricas como uno de los medios para entender el mundo mediante el
pensamiento hipotético-deductivo (Ricoy, 2006).

Se tomd en cuenta el enfoque mixto para abarcar aspectos socio ambientales, el
manejo de elementos cuantitativos y cualitativos posibilitando abarcar desde una
perspectiva mas amplia el problema, donde el investigador es el actor principal; por
ello se tuvo en cuenta dos enfoques para el estudio, entre ellos se encuentra el
modelo mixto que segun Haumi, A. (2013) combinan la perspectiva cuantitativa
(cuanti) y -cualitativa (cuali) en un mismo estudio, con el objetivo de darle
profundidad al analisis, por lo que hace que este tipo de enfoque tenga un mejor
analisis de la informacion al implementar tanto los datos numéricos como las
interpretaciones, de igual modo, todos los datos cuantitativos se basan en juicios
cualitativos y cualquier dato cualitativo puede describirse y manipularse
matematicamente. Por otra parte, la interpretacion de los datos es siempre
cualitativa, asi se tengan datos numéricos o estadisticos, y lo cualitativo no existe en
esencia, en la medida en que la informacion recolectada igualmente debe ser
categorizada de alguna manera para su interpretacion (Paramo, P. y Otalvaro. G.
2006, p.4).

Por lo anterior, este enfoque fue importante debido a que desde la perspectiva
cuantitativa soporta el analisis de resultados numeéricos calculando la capacidad de
bioabsorcién de nitratos y fosfatos de Chlorella vulgaris en agua del rio Tunjuelo y
por otro lado, desde lo cualitativo ayuda en la realizacion de juicios como
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valoraciones por medio de la observacion, interpretacion, comparacion y deduccién
de los resultados para la resolucion del problema, siendo este la contaminacion del
rio Tunjuelo en el Parque Ambiental Cantarrana.

También se tuvo en cuenta, la investigacion experimental, ya que segun Alonso, A.
et al (2010), este tipo de método esta caracterizado por la manipulacion de una o
mas variables de estudio, para controlar el aumento o disminucidén de esas variables
y su observacion, ademas esta consta de cinco fases: fase de planteamiento del
problema, fase de la formulacion de hipétesis, fase de realizacion de un diseno
adecuado a la hipdtesis, fase de toma y analisis de datos y por ultimo la fase de
conclusiones. En este proyecto se enfocd la parte experimental al observar la
capacidad de bioabsorcidn de la Chlorella vulgaris, con agua de la cuenca media del
rio Tunjuelo del Parque Ambiental Cantarrana.

7.2 Area de estudio

Para reconocer el area de estudio, se realizé6 un trabajo de campo en el Parque
Ambiental Cantarrana, donde se tomé evidencia fotografica, también se midio la
temperatura, se identifico algunos organismos de la fauna y flora local, asi como la
medicién de algunos parametros fisicoquimicos del rio Tunjuelo que pasa por el
Parque, de igual manera se hizo observaciones de las instalaciones. Por otro lado,
se realizdé una revisidn documental virtual en la cual indique algunas caracteristicas
del lugar como son las coordenadas, las hectareas que abarca, las divisiones con
las que esta disefiado este espacio, la humedad, altitud, entre otros.

7.3 Recoleccion de las muestras

Se recolectaron 3 muestras de agua de volumenes de 1 L del rio Tunjuelo ubicado
en el Parque Ambiental Cantarrana, para la obtencion de microalgas vy
posteriormente hacer las diluciones para aislar a Chlorella vulgaris; de igual modo
con estas muestras se trabajo la cuantificacion de nitritos, nitratos y fosfatos del rio
Tunjuelo y se realizd bioensayos de bioadsorcion con Chlorella vulgaris.

Se realiz6 un muestreo aleatorio simple de suelo tomando 10 g de suelo en
diferentes partes cerca al rio Tunjuelo del Parque y se homogeneiz6 hasta obtener
100 g y se colocod en una bolsa negra para ser procesadas en el laboratorio de
biotecnologia, para poder realizar el aislamiento primario de microalgas.

7.4 Aislamiento de la microalga Chlorella vulgaris

Aislamiento Primario a partir de muestras de agua

1) Se prepara el medio de cultivo bristol en liquido de composicion g/L: 25 g NaNOs,
17.5 g KH2POs4, 2.5 g CaCl2 2H20, 7.5 g K2HPOa4, 2.5 g NaCl, 7.5 g MgS0O4 7H:20,
3.1 g KOH, 5 g EDTA, 0.15 g FeS0O4 7H20, 0.001 g NaMoOs4, 0.0002 g CoCl2
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6H20, 0.001 g ZnS0O4 7H20, 0.0002 g CuS0O4 5H20, en un erlenmeyer de 250 mL
con 90 mL de este medio.

2) Se toman 10 mL de la muestra de 1 L obtenida del parque y se diluye con 90 mL
de agua destilada esteril en un erlenmeyer de 250 mL, para luego realizar

siembra mediante diluciones (10", 1072, 107>, 10~ ") en erlenmeyers con medio de
cultivo bristol en liquido. Este proceso se desarrolla por duplicado.

Aislamiento primario a partir de muestras de suelo

1) Se prepara el medio de cultivo bristol en liquido de composicion g/L: 25 g NaNOs,
17.5 g KH2PO4, 2.5 g CaCl2 2H20, 7.5 g K2HPO4, 2.5 g NaCl, 7.5 g MgSO4 7H:20,
3.1 g KOH, 5 g EDTA, 0.15 g FeS0O4 7H20, 0.001 g NaMoOa4, 0.0002 g CoCl2
6H20, 0.001 g ZnSO4 7H20, 0.0002 g CuSO4 5H20, en un erlenmeyer de 250 mL
con 90 mL de este medio.

2) Se toman 10 g de la muestra de 100 g de suelo obtenida del parque y se diluye

con 90 mL de agua destilada esteril en un erlenmeyer de 250 mL, para luego

realizar siembra mediante diluciones (10_1, 1072 10>, 10_4) en erlenmeyers con

medio de cultivo bristol en liquido. Este proceso se desarrolla por duplicado.
Aislamiento secundario

Para el aislamiento secundario una vez identificada Chlorella vulgaris se realiz6é
una siembra en los medios de cultivo liquido de Bristol, para obtener un
monocultivo de esta microalga.

7.5 ldentificacidon la microalga Chlorella vulgaris

A partir de los aislamientos secundarios, se tomaron muestras para la realizacion de
observaciones de la microalga en laminas con laminillas, en un aumento de 40x en
el microscopio optico; se toma un registro fotografico y se procede a la identificacion
de la microalga Chlorella vulgaris, mediante caracterizacién morfoldgica por claves
taxonomicas.

Clave morfolégica 1

ALGAS VERDES

Células de color verde intenso, rodeadas de pared celular o no: ALGAS VERDES (y

Euglena)

1. Organismos de vida aislada, no unidos en agrupaciones celulares.

1.2. Células inméviles o con movimiento muy lento no producido por flagelos.

1.2.1. Células esféricas, con una marcada diferencia de tamafio Chlorococcum.
Bolivar, F. y Sanchez, P. (2017)
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Clave morfolégica 2

1. Chlorellales: algas coloniales unicelulares o no filamentosas; células vegetativas
inmoviles (Lee, R. 2008; pag. 191).

2. Chlorellales: en este orden estan las algas que no tienen movilidad, talo
vegetativo donde el talo comprende una sola célula o un cenobio compuesto de
un numero definido de células dispuestas de una manera especifica. La
reproduccidén asexual ocurre por zoosporas o aplanosporas que son comunmente
autosporas. Estas auto esporas son probablemente no mas que células hijas del
talo progenitor. La reproduccion sexual puede ser isbgama, anisbgama, mous u
oogamos. El orden es exclusivamente agua dulce (Lee, R. 2008; pag. 212).

3. Las células de Chlorella son esféricas con forma de copa. cloroplasto (Fig. 5.83).
El unico método de reproduccion es por células hijas que se asemejan a las
células madre. Chlorella a menudo forma intracelular simbiosis con invertebrados
acuaticos y protozoos (como el paramecio) (Lee, R. 2008; pag. 213).

Secenadasmus
Chigrella armatis
vulgans

-
Scenedesmus |l | 'ql' |
obfiguus '

7 LU

SRt W Drawing of Chlerella vulgaris (with autospores),
Scenedesmus armatus, and 5. obliquus.

Tomado de Lee, R. 2008

7.6 Cultivo celulares liquidos de Chlorella vulgaris

Una vez realizado el aislamiento secundario de la microalga, se dejé en crecimiento
durante 7 dias en un erlenmeyer de 250 mL con 100 mL de medio Bristol - liquido
en condiciones de luz artificial blanca y temperatura ambiental, se realizd por
triplicado.

7.7 Bioensayos

Para la realizacion de los bioensayos, se contd con las muestras de agua
contaminada, aguas residuales de origen doméstico del rio Tunjuelo del Parque
Ambiental Cantarrana, asi como los cultivos celulares de Chlorella vulgaris. El
experimento consta de 2 bioensayos, de los cuales uno es de control y el otro es el
bioensayo de bioabsorcién con las muestras de agua, el bioensayo de control
cuenta con una réplica y los de absorcion con cinco réplicas. A los 8 bioensayos se
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les medira los parametros quimicos de nitritos, nitratos y fosfatos, durante dos
semanas, ademas se cuantifica el numero de microalgas mediante la camara de
neubauer. De igual modo, estos bioensayos se mantuvieron en condiciones de
laboratorio Optimas con luz y temperatura ambiental. Por ultimo, se elaboraron
tablas, graficas y analisis estadistico de los datos obtenidos.

1) Bioensayo de Control
En un erlenmeyer de 50 mL, se anade 50 mL de agua contaminada del rio
Tunjuelo.

2) Bioensayo de Absorcion
En un erlenmeyer de 50 mL, se afiade 45 mL de agua contaminada del rio
Tunjuelo, posteriormente se hace la medicion de nitritos, nitratos y fosfatos
con el kit merck hanna instruments; para luego agregar 5 mL de cultivo de
Chlorella vulgatris.

7.10. Diseno y elaboracion de Guias Practicas de Laboratorio

Se realizaron cuatro Guias Practicas de Laboratorio, las cuales tenian en su interior
una introduccidén que especifica el tema a tratar, asi como los objetivos a alcanzar,
los materiales que se deben tener para la realizacion del laboratorio y el paso a
paso del procedimiento a seguir, el cual tiene un esquema grafico para su mayor
comprension; por ultimo se emplea un pequeno cuestionario para corroborar lo
aprendido y reforzar algunos conceptos de la guia.

% Preparacion del Medio Bristol.

% Recoleccion y aislamiento de la Microalga Chlorella vulgaris.

% ldentificacion de la microalga Chlorella vulgaris.

% Bioensayos de absorcion de nitratos y fosfatos con Chlorella vulgaris.

7.11. Validacion

Se socializo el trabajo realizado durante los dos semestres a los estudiantes de
sistemas microbianos de tercer semestre; en el cual se explicé la metodologia que
se tuvo para la bioabsorcion de nitratos y fosfatos con la microalga Chlorella
vulgaris; de tal modo se disefiaron cuatro guias practicas de laboratorio; la primera
explica la preparacion del medio bristol; en la segunda se dan las indicaciones para
la recoleccion y aislamiento de la microalga Chlorella vulgaris; la tercera es para la
identificacion de la microalga Chlorella vulgaris; por ultimo la cuarta guia contiene el
procedimiento para los bioensayos de adsorcion de nitratos y fosfatos con Chlorella
vulgaris.

Por otro lado, teniendo en cuenta los tiempos y las implicaciones que conlleva la

realizacion de toda las guias practicas de laboratorio disefiadas, solo se probo la
guia practica de laboratorio numero tres la cual se titula identificacion de la
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microalga Chlorella vulgaris; teniendo en cuenta todo lo anterior se elaboraron unas
preguntas para implementar a los estudiantes en consideracion de lo que piensan
sobre la eficiencia y desarrollo de habilidades de laboratorio que presenta estas
guias para ellos.

8. RESULTADOS

8.1. Area de estudio

El Parque Ambiental Cantarrana, ver Figura 2, se encuentra ubicado en la localidad
quinta de Usme situada en el sur de Bogota, entre los barrios Monteblanco y
Brazuelos, en las coordenadas N 4°30°12,829”, W 74°07°24,245”. Fue fundado en el
afo 2007 mediante el Articulo 76 del Decreto 619 del 2000, como consecuencia de
una serie de medidas de gestion de riesgo por desbordamiento del Rio Tunjuelo,
abarcando una extension de 100 hectareas, el uso del parque esta destinado a la
reforestacion, la recreacion pasiva y la presa seca (Guzman, |. 2020).

Por otro lado, su ronda hidraulica fue dividida en tres zonas; la primera zona de
manejo y preservacion ambiental (ZMPA), esta conformada para el espacio publico,
zonas verdes destinadas a actividades pedagogicas, recreativas y culturales, cuenta
con ciclorrutas, pista de patinaje, teatrino, miradores ambientales, senderos
ecologicos, caminos de piedra, area administrativa, biblioteca ambiental, ludoteca,
sala de internet, auditorio y el vivero Pachamama; la zona de ronda es la zona
inundable o de amortiguacion de las crecientes del rio Tunjuelo y la tercera zona es
la de acceso restringido, la cual es la presa seca, el rebosadero, bocatoma y el muro
de contencion de 70 metros de altura (Acueducto de Bogota, 2021).

Figura 2. Parque Ambiental Cantarrana, Usme - Bogota. Tomado de Acueducto de Bogota

Su altitud oscila entre 2600 y 3000 msnm, hace parte de la formacién Tunjuelo y un
valle tectdnico limitado por la falla del rio Tunjuelo (Occidente), la falla de Bogota y
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la falla de Piedra La Bala (Oriente); se caracteriza por sus grandes cantos rodados,
gravilla, arena, gravas, limo y arcilla, debido a que antes era fuente de explotacion
de canteras; la precipitacion oscila entre 900 mm a 1000 mm, por ello se considera
una zona moderadamente humeda y la temperatura oscilar entre 12°C a 15°C
(IDEAM, 2002).

Por otro lado, el Parque Ambiental Cantarrana ver, Figura 3 presenta una flora de
matorrales subxerofitico andino y bosque alto andino, también cuenta con cactus,
suculentas y especies pertenecientes a la familia Eicaceae y Melastomataceae; en
cuanto a la diversidad faunistica, se destaca artropodos, reptiles como lagartos,
anfibios y aves como la Gruiformes, Ciconiformes, Anseriformes, Falconiformes,
entre otras; se reporta 13 especies de reptiles, 38 especies de anfibios, 268
especies de aves, 7 especies de mamiferos (Lopez, Y. y Pianda D. 2019).

Figura 3. Parque Ambiental Cantarrana, vista aérea. Usme - Bogota. Tomado de Acueducto de Bogota

8.2. Recoleccion de las muestras

En primer momento se tom6 una muestra de 1 L de agua del rio Tunjuelo, para los
aislamientos primarios de microalgas, para ello se recolectaron tanto muestras de
agua como de suelo siendo esta ultima metida en una bolsa negra; ambas muestras
fueron conservadas en nevera hasta su utilizacion ver Figura 4.

Posteriormente, se recolectaron dos muestras de agua de la cuenca media del Rio
Tunjuelito, en el Parque Ambiental Cantarrana este procedimiento se realizd con
‘dos botellas plasticas y los elementos de bioseguridad necesarios (ver figura 5), se
dejaron en nevera a 4 °C con el fin de conservar las muestras y poder medir los
niveles de nitritos, nitratos y fosfatos.
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Figura 4. Recoleccion de muestra de agua para aislamiento primario de microalgas. Usme - Bogota. Tomado por Garcia, V.
(2022)

- Bogota. Tomado por Garcia, S. (2023)

Por otro lado, durante la recoleccidon de muestras se realizé un reconocimiento del
Parque Ambiental Cantarrana y se midié la temperatura del lugar, dando 28,9 °C ver
Figura6y 7.

Figura 6. Medicion de temperatura del Parque Ambiental Cantarrana. Usme - Bogota. Tomado por Garcia, S. (2023)
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S, - . ) : <
Figura 7. Cuenca media del Rio Tunjuelito, lugar en donde se tomaron todas las muestras. Usme - Bogota. Tomado por
Garcia, S. (2023)

8.3. Aislamiento de la microalga Chlorella vulgaris

Preparacion medio de cultivo Bristol.

Para la realizacién de los aislamientos se preparé 720 mL de medio bristol, el cual
se dividié en los 8 erlenmeyers de 250 mL.

Las sales son pesadas por medio de una balanza de laboratorio y posteriormente
agregadas al agua esterilizada en el erlenmeyer, ver figura 8.

Terminado el proceso se procede a colocar el medio bristol en el autoclave para su
esterilizacion.

Figura 8. Preparacion de medio Bristol. Laboratorio Biologia. Tomado por Ortiz, M. (2022)
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Aislamiento primario a partir de muestras de agua

Después de haber realizado las diluciones seriadas (10, 1072, 1077, 107") de la

muestra de agua, se observaba el crecimiento de la microalga cada 7 dias, ver
figura 9.

Después de un tiempo al no ver cambios a simple vista, se tomaron muestras para
analizar en el microscopio dando como resultado:

Dilucion 107", Mayor concentracion de Chlorella vulgaris
Dilucién 10, Mediana concentracion de Chlorella vulgaris
Dilucion 10"y 10" Menor concentracion de Chlorella vulgaris

Posteriormente a los 3 meses, los cultivos presentan una menor cantidad de
microalga.

Figura 9. Aislamiento primario a partir de muestras de agua. Laboratorio Biologia. Tomado por Garcia. S. (2022)

Aislamiento primario a partir de muestras de suelo

Después de haber realizado las diluciones seriadas (10", 10 %, 10>, 10 ) de la

muestra de suelo, se observaba el crecimiento de la microalga cada 7 dias, ver
figura 10.

Después de un tiempo al no ver cambios a simple vista, se tomaron muestras para
analizar en el microscopio dando como resultado:

Dilucion 10", Mayor concentracion de Chlorella vulgaris
Dilucién 10, Mediana concentracion de Chlorella vulgaris
Dilucién 10>, No se encuentra Chlorella vulgaris

Posteriormente a los 3 meses, los cultivos presentan una menor cantidad de la
microalga.
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Figura 10. Aislamiento primario a partir de muestras de suelo. Laboratorio Biologia. Tomado por Garcia. S. (2022)

Aislamiento secundario

Después de conocer los erlenmeyers con mayor concentracién de Chlorella vulgaris,
se tomaron muestras de ellos y se realizd la siembra en los tubos de ensayos con
medio Bristol liquido, obteniendo un monocultivo de esta microalga ver Figura 11.
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Figura 11. Aislamiento secundario de Chlorella vulgaris en medio Bristol liquido.

8.4. Identificacion la microalga Chlorella vulgaris

Al tomar la muestra de los aislamientos, se pudo observar la microalga en un
aumento de 40x en el microscopio; identificando a Chlorella vulgaris mediante su
caracterizacion morfoldgica por las claves taxondmicas.

Se puede observar en el microscopio que esta microalga es solitaria y no forma

colonia, es una célula de color verde intenso rodeada de una pared celular, su
morfologia es completamente esferica y no presenta movilidad, ver Figura 12.
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Figura 12. Chlorella vulgaris. Observacion al microscopio en 40x. Tomado por Ortiz, M. (2022)

8.5. Cultivo celulares liquidos de Chlorella vulgaris

Posteriormente se pasoé el aislamiento secundario a los erlenmeyers, dejandolos
crecer a una frecuencia de luz de 12 horas y agitacion manual una vez al dia; al
cabo de una semana ya se veia el crecimiento de la microalga en medio Bristol
liquido ver Figura 13.

Figura 13. Cultivo celular liquido de Chlorella vulgaris.

8.6. Bioensayos
Preparacion
Para la preparacion del material utilizado en los bioensayos se llevaron seis

erlenmeyers de 50 mL y dos pipetas esterilizadas mediante autoclave, una vez el
material estaba esterilizado se procedié a realizar los bioensayos en la camara de
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flujo laminar, siendo el primer bioensayo el de control, en donde se colocaron 50 mL
de la muestra de agua de la cuenca media del Rio Tunjuelo, ver Figura 14.

Figura 14. Muestra de agua de la cuenca media del Rio Tunjuelo

Posteriormente se tomaron seis erlenmeyers y se les colocd a cada uno 45 mL de
muestra de agua de la cuenca media del Rio Tunjuelo, luego se le agreg6 a cada

erlenmeyers 5 mL de la muestra de Chlorella vulgaris, se taparon con gasa y se
marcaron debidamente, ver Figura 15.

Figura 15. Procedimiento de los bioensayos, en donde se agregaron 45 mL de muestra de
agua del Rio Tunjuelo y 5 mL de Chlorella Vulgaris en los erlenmeyers.

Primera medicion de nitritos. nitratos y fosfatos.

Una vez el material de los bioensayos estaba preparado se procedié a medir de la
muestra de control los nitritos, nitratos y fosfatos con el kit merck, ver Figura 16.

Dando como resultado, 0 mg/L de nitritos, 44.3 mg/l de nitratos y 5 mg/L de fosfatos,
ver Tabla 1.
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Tabla 1. Muestra control del agua del Rio Tunjuelo ~ Parque Ambiental Cantarrana

Muestras Nitritos Nitratos Fosfatos

Control 0 mg/L 44.3 mg/L 5 mg/L

Figura 16. Muestra control de nitritos, nitratos y fosfatos.

Sequnda medicidn de nitritos. nitratos y fosfatos.

A los 15 dias se realiz6 la medicidn de nitritos, nitratos y fosfatos en 4 de los 8
bioensayos, debido a la cantidad de material disponible; ver Figura 17.

Figura 17. Total de bioensayos con sus réplicas / Bioensayos a los cuales se les hizo la medicion.

Al medir la muestra control del rio Tunjuelo, del Parque Ambiental Cantarrana los
nitritos, nitratos y fosfatos con el kit merck, dio como resultado, 0 mg/L de nitritos,
44.3 mg/l de nitratos y 5 mg/L de fosfatos, ver Figura 20.

Al medir los bioensayos de absorcién de nitritos, nitratos y fosfatos con el kit merck,

ver Figura 21, 22 y 23 se realiz6 por triplicado y se promedio, los resultados se ven
en la Tabla 2 y Figura 18 y 19.
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Tabla 2. Resultados de la bioabsorciéon de Chlorella vulgaris de nitritos, nitratos y fosfatos.

Muestras Nitritos Nitratos Fosfatos
Control 0 mg/L 44.3 mg/L 5 mg/L
Bioensayo 2.19 mg/L 0 mg/L 1.66 mg/L

promedio* - n=3

RESULTADOS DE BIOABSORCION
50 mg/

44.3 mg/L
40 mg/
30 mg/
20 mg/
10 mg/
5 mg/L
2.19 mg/L 1.66 mg/L
0 mg/L 0 mg/L
0 mg/
Nitritos Nitratos Fosfatos
Antes Después

Figura 18. Resultados de la bioabsorcion de Chlorella vulgaris de nitritos, nitratos y fosfatos.
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RESULTDOS MUESTRA CONTROL

50 mg/

40 mg/

20 mg/

10 mg/

0 mg/

44.3 mg/L 44.3 mg/L

5mg/L 5mg/L

Omg/L 0 mglL

Nitritos Nitratos Fosfatos

.~ odias 15 dias

Figura 19. Resultados de la muestra control del agua del Rio Tunjuelo a los 0 dias y a los 15 dias después.

Figura 20. Muestra control de nitritos, nitratos y fosfatos.
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Figura 21. Bioensayo de absorcién, medicion de nitritos, nitratos y fosfatos.

Figura 22. Réplica 1, medicion de nitritos, nitratos y fosfatos.

Figura 23. Réplica 2, medicion de nitritos, nitratos y fosfatos.

% En el estudio realizado en Lima, Pert por Oscanoa, A; Cervantes, M; Flores,
L. vy Ruiz, A. (2021) Evaluacion del potencial de Desmodesmus
asymmetricus y Chlorella vulgaris para la remocién de nitratos y fosfatos de
aguas residuales; se pudo observa que las mayores eficiencias de remocién
de nitrégeno y fosfatos se obtuvieron con mayor proporcion de Demodesmus
asymmetricus, entre ellos sobresalié el tratamiento T3 25% Chlorella vulgaris
y 75% Demodesmus asymmetricus donde se removi6 el 100% de nitrégeno y
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77.1% de fosfatos, también determinaron que la mezcla éptima de microalgas
que logra la mayor remocién, fue la proporcion de 6% de C. vulgaris y 94%
de D. asymmetricus en un tiempo de cultivo de 9 dias; para el caso del
presente estudio se pudo comprobar que Chlorella vulgaris en 15 dias obtuvo
una remocion del 100% de nitratos y 66.8% de fosfatos, comprobando que
esta microalga en cultivo puro, puede remover los compuestos quimicos de
las aguas residuales domésticas.

En el trabajo realizado en México por Aragon, L. et al (2017) Tratamiento de
aguas residuales domésticas empleando Chlorella vulgaris en un biorreactor
airlift, tuvo como resultado la remocion en aumenté en funcion al tiempo de
tratamiento, dando una eficiencia de remocion de los distintos componentes
presentes en el agua residual por Chlorella vulgaris siendo 27.45% para
nitratos y 54.22% para fosfato en un tiempo final de 48 horas; se puede
observar que a mayor tiempo, se obtiene una mayor bioabsorcion de nitratos
y fosfatos, es por ello que en nuestro trabajo al transcurrir 15 dias se obtuvo
una remocion del 100% de nitratos y 66.8% de fosfatos.

En el estudio realizado por Alvarez, T: Enrique, J y Palencia, E. (2015)
Tratamiento de aguas residuales in vitro por medio de la microalga Chlorella
sp. en el municipio de Barrancabermeja, Colombia, se concluyd que el agua
residual es un medio que brindaba las condiciones necesarias para el
crecimiento y desarrollo de Chlorella sp, ademas alcanzé un 83,8% y 87,0%
de efectividad en remocién de nitratos y fosfatos. Con relacién al presente
trabajo se puede confirmar que las aguas residuales son un medio adecuado
para el crecimiento de la microalga Chlorella vulgaris y de igual modo tiene la
capacidad de quitar el 100% de nitratos y 66.8% de fosfatos.

En la Universidad de Medellin se realizd el trabajo Ensayos de
bioestimulacion algal con diferentes relaciones nitrégeno : fosforo, bajo
condiciones de laboratorio por Aguirre, N. Palacio, J. Correa, |. y Hernandez,
E. (2007), obtuvieron que el crecimiento de Chlorella vulgaris es dependiente
de la relacién entre el nitrégeno y el fosfato. En cuanto a nuestro trabajo, al
observar los bioensayos en la camara de neubauer, se evidencia que se

. . . 6, 6
mantuvo casi igual el numero de microalgas de 15x10 células/ mL a 12x10
células / mL, cuando se encuentra en las aguas residuales domésticas donde
hay presencia de nitratos y fosfatos.

En la Universidad Libre de Colombia, un trabajo realizado por Ortiz, M;
Romero, M. y Meza, L. (2018) La biorremediacion con microalgas (Spirulina
maxima, Spirulina platensis y Chlorella vulgaris) como alternativa para tratar
la eutrofizacion de la laguna de Ubaque, Colombia, concluyeron que la
biorremediaciéon con Chlorella vulgaris fue la mas efectiva, con una capacidad
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de remocién de los compuestos de nitritos (87.2%), nitratos (88.24%) vy
fosfatos (90%) en las aguas contaminadas de la laguna de Ubaque; sin
embargo, en el presente trabajo se observd que al inicio no existia una
cantidad de nitritos en la muestra de agua doméstica del tramo escogido del
Rio Tunjuelo, pero cuando se llevaron a cabo los bioensayos con la Chlorella
vulgaris, se observé una produccién de 2.19 mg/L de nitritos en 15 dias, en
cambio se verificd que los nitratos y fosfatos se removieron con un porcentaje
de 100% y 66.8%, siendo proporcional al antecedente.

% Se puede observar el cambio de nitratos a nitritos, en los bioensayos
realizados, esto se debe al ciclo del nitrégeno, ya que los nitritos se sintetizan
durante la biodegradacion de nitratos, nitrbgeno amoniacal u otros
compuestos organicos nitrogenados (Molina, E. et al, 2003).

Cuantificacién del numero de microalgas mediante la camara de neubauer.

Primero se realiz6 el conteo de Chlorella vulgaris en el Medio Bristol, ver Figura 24
el cual dio el numero de microalgas iniciales; posteriormente a los 15 dias de haber
realizado los bioensayos se volvié a cuantificar el numero de microalgas, ver Figura
25, este procedimiento se realizo por triplicado por lo cual se promedio y se organizo
ver Tabla 3.

Figura 24. Conteo celular de Chlorella vulgaris Control Figura 25. Conteo celular de Chlorella vulgaris Bioensayo
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Tabla 3. Conteo celular de Chlorella vulgaris

Bioensayos Numero de Chlorella vulgaris

C(()jr_ltid 5 15x10°células / mL
promedio* - n=

A |OSd1 5*d|’as3 12x10°células / mL
promedio* - n=

% Se puede analizar que el numero de Chlorella vulgaris en el medio Bristol

15x10°células/mL al bioensayo 12x1060élulas/mL, tuvo una baja disminucién
de microalgas.

% La disminucion de células de Chlorella vulgaris en el Bioensayo, puede
deberse a que en los 15 dias habia absorbido por completo los nitratos y el
66.8% de los fosfatos, por lo tanto, sus nutrientes estaban siendo agotados
llevando a la disminucion de su crecimiento de la microalga. Segun
Hernandez, A y Labbe, J (2014) El nitrégeno es el nutriente mas importante
para las microalgas, se incorpora como nitrato (NO3) convirtiéndo en un factor
limitante del crecimiento, reduciendo la produccidn de microalgas.
Igualmente, el fosfato es fundamental en muchos procesos celulares y su
deficiencia en el medio de cultivo es una de las mayores limitaciones del
crecimiento.

8.7. Diseino y Elaboracion de Guias Practicas de Laboratorio

Cada una de las cuatro guias practica de laboratorio contiene una introduccion en
donde se abordan conceptos y elementos relevantes que permiten dar a la guia
practica de laboratorio bases para el posterior procedimiento, luego a esto se
presentan tres objetivos que se pretenden alcanzar con la guia asi como los
materiales que se requieren para realizacion de la practica, adicional a esto
encontramos el procedimiento detallado a realizar y un diagrama que permite dar
una explicacion visual mas clara del proceso y finalmente encontramos un
cuestionario en donde se presentan preguntas de tipo procedimental y conceptual,
permitiendo de esta manera dar cuenta de lo aprendido en la guia practica de
laboratorio. Se realizaron cuatro guias practicas de laboratorio, ver anexo 1, las
cuales llevan por nombre:

% Guia practica de laboratorio I: Preparacién del Medio Bristol.
La cual esta enfocada en como se debe realizar la preparacion del Medio
Bristol, asi como la explicacion de que es un medio, para qué sirve y sus
compuestos; a su vez, explica los requerimientos nutricionales que tienen las
microalgas para su crecimiento. Por ultimo se espera lograr los objetivos que
se plantean en la guia practica de laboratorio al terminar su abordaje.
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Preparacion del Medio Bristol

Stephany Garein y Mario Ortiz
Introduceiis

Las meedios de cultive de microalgas

San wna dilusidn acunsa que contiens los nuinenies inorginicos que necesitan bs micrnalges
pan su crecimienio. El seministro de medio de cultivo v las concentmeiones de los nuirienies
dehem estar relscomados con |2 producciin de biomasa de maners que se tenge la cantidad
saficienie para gue mmca se genere una limimckm que leve a b dismisscidn en la
productividad de biomasa o mcluse alguna disfuncidm del cultive come kb fotsinhibicka

Primcipales nwirlentes necesaris pars e culibve de s slgs son:

- Agua: Es wn nuirienie que suminisira electrones {H- ) necesanos pars la reduccian del CO2,
ademids funcions ¢omo ranspans

= iCarh normal isiradn apanie comis OO

- Umigemn: suministmdo tanio por el H20 como por el (02

- Nitrdgeno: esic s mary imporianie yo que forma parte e las proteinas v nucledtidos de la
hiomas1. Seministmdo como NGO o N+

- Fisfore: suministrade come fosfate, foma pane de importanies memedios metzbolicos,
lipidos, enzimas v mulited de especies hioguimicas

Par piro lado, & imporianie tener en cuenin que existe wma gran cantidad de otros nuirienies
e 5 Tequicren pan la especie. Segin la cantidad en la que se necesiven se sueken clasificar
COM MACTONUITENIES & MicTomrentes

Macronutrientes: Esus som sales oomo el choruro de sodio y magnesio, sulisos y sales de
calcio. Pusden aparecer en comcemtraciones de hasia 30 g/l cusnde se i de especies
maring y hasis de 100 g/l en microagas hakifils. Esios mae T S & &
la generacitn de hiomasa o s incorporen en muy pegeefia medida. So objetivo principal e
mantensr la presidm csmiditica v el equilibnio de electrolites

M triemtes: Som el o U Bebian como cafioiores de SREimas ¥ SPArSCEn &n may
pequefias cantidades. Si se ponen en exceso pueden tener una funcidm de ponicidad, como e
el caso del cobre, que es un conocido slgaicida
ihjetivos

# Realizer la preparacidn del medio de cultive bnsiol.

W Adquirir habilidades en la elshoracion de medios de cultiva.
# Fonslkcer sctrvidades en cummio &l manejo de instrumenios y reactivoes de labomiona.

Figura 26. Portada de la primera guia practica de laboratorio.

% Guia practica de laboratorio Il: Recoleccion y aislamiento de la Microalga
Chilorella vulgaris.
En esta guia se encuentra la importancia y cuidado que se debe tener al
realizar la recoleccion de muestras tanto de agua como de suelo, para
conservar lo maximo posible las propiedades de estas muestras; de igual
modo, se aclara lo que es un cultivo mixto y un cultivo puro, por lo que
también se da el concepto y procedimiento de las diluciones para el
aislamiento de los microorganismos; asi mismo la guia cuenta con una breve
introduccidon sobre medios de cultivos los materiales que se emplean para la
preparacion de los mismos y los tipos de cultivos que pueden haber para el
desarrollo de microalgas como son el enriquecimiento del agua de mar
natural hasta el uso de medios de cultivos enriquecidos.

41



Stephany Goreia y Morio Fernando Ortiz
Introdic ks

La recolecciin de muestras tamto de agua como de suelo deben ser iomadas comrectnmente
pan su posterior andlisis en <l laboratono, ya que &5 un proceso complejo v con multitud de
ASpeclos @ LEneT en cucnin anies, durente v despuds d.: la recadeccian de la porcién de agua o
sl lis debe ser homogénen v nep 1, sdemis se debe iener en cueni o
process de ioma, Wmnsporis v conservacidn los cu:l.esmmnd.ll'u:meﬂ propisdades, esio a5
esencial para eviior resuliados de ersayos cuyn fishilidad peeda ser coesiionada. Exisien
diferenies tipos de toma de mesesines, basades esencinlmenie en la forma en ln que s obtiene
b porciém de agus ¥ seelo, en el caso del muestreo aletoric se basa en seleccionar n
mmidades sacodes de M, de @l mamera que cada una de bis muesims tiens o misma

pchabilidad de ser clegida, {Lépez, K. 2002)

Loz microorg s fic do pohlociones miciss con oros tpos de
microorganismos. A esics culiivos s les dﬂwnma cultives mixics. Sin embarge, el
conocimienio de los microorgank s dianie el esiudio de cepas nisladas,
cultivadas en el laboratono en {\.I]IJ\-M DS |n.r.1 elle s necesiin ded aislmiento, | cudl
consiste en lo se itin de wm « inado micToorg del resto de microorgamismos
que le scompafian, esi0 se puede realizar mediome d.i.lu:inus serizdas, coma hien su nombree
lo dive &5 una secwenciz de dileciones en la que s reduce b conceniracion progresivamenie;
genemalmenie gl factor d= dilucidn es el misme en cada paso, por | gee lis conceniracionss
de | sene comforman wna progresion geomtinca logariimica, esias son usades para obiener
disolucionss muy dilusdss con precision, asi como disoluciones parn experimenios en lis
ciencias experi les, incluyendo hioquimica, guimica, fammacologia, microbiologia v
flmica. {Mar, A; et al. 2006)

Pam esn drea exacis bs dilucones serisdss mbien se poeden ufilzar pare redecir |a
cnnceniracion de microarganismos o célulss de una mwesim. Coma, por ejemplo, & ndmers
de célules de microalges que crecen en o medio de culivve Bquidio: la. didecsds peede ser diil
para obiener resalindos mis manejables o para tener un mimero definide de colomizs de
cultive. La dilecidm en senie es tmmbien un método nuis barso v mis sencillo pars prepamr
los cultivos de una soli cHuls gue el empleo de pinzas dpticas y micomanipuladoces
También exisien tpos de disoluciones dependiendn del logaritme que se vaya o wsar una
diluciém decimal ex Hamads dilecion logaritmice, ya que en cada stapa, se ioma ma pare de
la disoluzitn anenor y se le afladen nueve voldmenes de agua, mieniras wea dibecion al doble
de volumen se d dilucidin senik ica y una dilucion ol coldreple de volumen s

denomina dibecion cuano-logarimica (Domisgo, & 20200

Figura 27. Portada de la segunda guia practica de laboratorio

% Guia practica de laboratorio Ill: Identificacion de la microalga Chlorella
vulgaris.
Para esta tercera guia se habla de las dos formas en las cuales se puede
realizar la identificacion de Chlorella vulgaris, siendo una de ellas la
identificacion molecular y la otra forma mediante identificacion morfologica, la
primera forma mencionada es mas precisa en la identificacién ya que se
utilizan secuencias de genoma ribosomal 18S de ADN, para la segunda
forma de identificacion se utilizan claves morfoldgicas, en las cuales se tienen
en cuenta aspectos morfolégicos como el color, movilidad, forma, entre otros;
adicional la guia menciona las caracteristicas de Chlorella vulgaris y su
taxonomia.
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Identificacion de Ia Microalga
Chiorella vilgaris

Stephany Garcia y Maria Ortiz
Introduct s

La identificacidm de microalgas se puede realizar de dos tipos, medianie idemificacion
merfologica o idemtificackm molecular, para el primer procedimiento se lleva a cabo
mediante claves morfoligices tanondamicas de las cepas a analizar, las cusles se pusds tener
en ouenin su forma, color, didmetrn, movilidad, pared celular v estado de desarmollo, para €]
segunde procedimiento b idemtificaciin molecular de microalgas s ulilzn secsencizs de
ADM que peeden proporcicnar medios para idemtificar de firma comsisienie y ripida
Recientemente s han desarmallado identificaciones de cepas de microalgas utilizando varios
marcadores moleculares, emtre ellos se enceenira los gemes de la subunidad mayor de la
nbulesa- 1,5 bisfosfaie ool /congenasa (rhell), ] espacindor niero reserite 2
(ITS-2) v el gen del ARNr 135, (Gomez, O et al. 2018)

Sepim MW, Beyerinck, 1550, b microalzga Cllonells vidgaris se encuenim clasificada
axondmicamente

o5 L Reio: P

" | Divisibn: Chianapiyna

o Clmse  Chisroplycose

. Omdem:  Chlawscoccales
. Familia theoraonae

; ,g‘* 0 Generc Chlarclla

94 s Especie: Chioralla valgarts

Sl omadly g (B0 N SN0

ol

Chiorella vadpars es un alga verde unicebalar, microscdpica con m mmafo de 5 & 10 gpm ¥
eon una estruciura similar a la de las planias supeniores, comteniendo wa pared cefular
confomads por gheeano v glicosanine, mitocondria v cloroplasios, siendo esie @himso
mecesaris para llevar o csbo |a foiosintesis; por ofro lsdo, presenta reprodsecidn asexml por
auin=esporulacion que woma alrededor de 24 horas para realnr su divisidm, posee wn rigido
crecimienic e condiciones auboirifices, heteromificss v mixoirificas. Esin alga esth presente
en el planeta Tierm desde el periodo precémbrico y presenta maltiples ventajas como por
ejemplo su bajo costo, ficil caktive, ala velocidad de crecimienio v la habilidad de adapaarse
a diferentes ambientes, o que permite su caltive en dreas pequefias. La especie Chlorells
wilgaris fue deseriim en 1550 por el microbilogo Maninus Willem Begerinck, gquien obiuvo
cultivess purns de esta micrnalga, siendo esie el primer cultive de microalges sucanotas, o
pantir de enionces se desarrollt el interés por sus aplicociones hioteonolégicas. (Cojamar,
. BT

Figura 28. Portada de la tercera guia practica de laboratorio.

% Guia practica de laboratorio IV: Bioensayos de absorcion de nitratos y
fosfatos con Chlorella vulgaris.
En la ultima guia practica de laboratorio se menciona que los bioensayos son
una herramienta util que permite determinar el efecto de agentes fisicos y
quimicos sobre organismos de prueba bajo condiciones experimentales, por
otro lado se habla de los elementos a identificar antes de realizar los
bioensayos los cuales son: la sustancia que sera evaluada, el sustrato que
sera utilizado, el organismo en el que se probara y finalmente qué tipo de
respuesta podria ser detectada.
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Bioensayos de absorcion de nitritos, nitratos
y fosfatos con Chlorella vulgaris

Stephany Goredo y Morio Fermando Ortiz
Iniroduct s

Los hipensaves son herransientas de dizgndstico com el fim de determimar el efecio de agenies
flsicos v quimicos sobee organismos de proecha hajo condiciones experimentales especifices v
coniroladas. Estos efiectos pueden ser tanin de inhibickin como de magnificackn, evalkados
por la iin  de los  crgami mles como muere, crecimicnin, proliferacion,
maltiplicacién, cambios morfologicos, Feioldgions o histoldgicos. La unlidsd de les
Iicensayns esid prmordialmenie &n ser un método de deiecion relsivamenie simple v que
s puede emplear para € moniores de causas y efecios de tipe ambiental v en farmacologia
{Romen, A Doz, M. Grasados, Y. 200 4).

. )

Exisien susianciss com un amplio especirn de efecios sobre los crgamismos; por iamino, &
meresans reslizar mds de= un bicensave para evalusr esas seviancias; se dispone de una grom
variedad de bioemsayos en fancidn de los objetivos de investigacion. Para realizar wn
bicensayn e imporiznte identificar

{m) qué sustancia serd evalmda

ib) em qé sustrmin serd utilivnda

ic) en qué orgamismo se probard.

id) qué tipn de respuesia podrin ser detecinds

Uihjetivas

»  Desamollar habilidades de observacion y andlisis de hioensayos

» Evaluar el sumesso o la dismimecion de Chisredis vuigaris en los bioensayos.

o Deicrmner la copacidad de bioabsorcidn de niiritos, nibrmios v fosfaios de Chloredla
Tiigaric

Materiales: Erlemeyers, pipeins, pipeicadores, guanies, medic Hristol, cepas de Cllorella
wuigaris, muestra de agua contaminada, marcador y gasas.

Procedimienie

Parn la realizecidn de los boenssves, se conion con les de agua ¢ da, agums

residuales de opo domesiico del rio Tunjuelo del Parque Anshienial Cantanmana, asi como los

Figura 29. Portada de la cuarta guia practica de laboratorio.

8.8. Validaciéon Guias Practicas de Laboratorio

Con los estudiantes de tercer semestre de grupo 1 de sistemas microbianos de la
Universidad Pedagdgica Nacional, se dio a conocer las guias practicas que
surgieron a partir del Trabajo de Grado; posterior a esto se les solicitdé a los
estudiantes que realizaran una encuesta con siete preguntas y una respuesta
abierta a sus opiniones que permitieran dar elementos importantes a la validacion
de las guias practicas de laboratorio, con ello se realizé la guia practica de
laboratorio Ill: Identificacion de la microalga Chlorella vulgaris y la encuesta
respectiva ver anexo 2, la cual fue de manera virtual mediante la plataforma Teams
ver Figura 30.
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Validacion Guias Practicas de
Laboratorio

Llediame esle Sutahordo b8 pretends vilase led Quiss prsctcas de laborlon gue
fueron cisefiadas on ¢ Trabajo o Grea0 “Baadss0asdn Of NATEOS nanmos j fosfmns con
Chipidilg vulpird & parti o Sgudd (el S TeICas 38l Pargut Ambiemal
CarsniTana - Bogoud', |a fudl preTence BABITE SEITIMDS EEPETISS COMO b0 Son o usD Y

clariced del voratuilar i, | Ubkasd piE  eElE RGN 8 DOEnBEFOS CON CRIGASIE rulpans,
la claidad de ko Sapramas presantes on i pudd pECtesd o8 LADIEIorio, SNDE O1ras

SIpRCIOR THEv TR

@&

SOOigatoric

Hombee compieo

Tu reapuesa

o8 diagramas sapicativos o S QUAKS DFoDoeCOnan sufcentes Indicac-ones
del procedimiento?

[] s

] He

£LAS puias permiten poner en pracica & cesarmolo e habilidades y Oestrezas en
&l |abarataria?

] s

e WY

Figura 30. Encuesta realizada al grupo 1 de sistemas microbianos

Los 16 estudiantes del grupo 1 de sistemas microbianos que contestaron la
encuesta, como resultado de la primera pregunta del cuestionario se obtuvo que el
100% indicaron afirmativamente que los diagramas presentes en las guias
proporcionaba las indicacion suficientes de los procedimientos a realizar, ver Figura

31.

iLos diagramas explicativos de las guias proporcionan suficientes indicaciones del

procedimiento?

16 respuesias

Figura 31. Resultados de la primera pregunta del cuestionario de validacién de las guias practicas de laboratorio.

Si

MNo 00 %)

18 (100 %)

20
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Para la segunda pregunta se obtuvo que el 100% de los estudiantes consideran que
las guias practicas de laboratorio, permiten el desarrollo de habilidades y destrezas,
ver Figura 32

cLas guias permiten poner en practica el desarrollo de habilidades y destrezas en el
laboratorio?

16 respuestas

8 16 (100 %)

Mo |—0{0%)

[=1]
LE )

10 15 20

Figura 32. Resultados de la segunda pregunta del cuestionario de validacién de las guias practicas de laboratorio.

Para la tercera pregunta el 100% de los estudiantes afirmaron que los objetivos
plasmados en las guias practicas de laboratorio eran coherentes con el resto del
desarrollo de las guias, ver Figura 33.

JLos objetivos de las guias practicas de laboratoric son coherentes con la
informacion y procedimientos plasmados en las guias?

16 respuestas

si 16 (100 %)

Mo 0 (0 %)

=
o
=
(=]

15 20

Figura 33. Resultados de la tercera pregunta del cuestionario de validacion de las guias practicas de laboratorio.
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Para la cuarta pregunta del cuestionario, el 100% de los estudiantes indicaron que el
disefio de las guias era entendible y adecuado, ver Figura 34.

+El disefio de la guia practica de laboratorio es adecuado y entendible?

16 respuestas

Si 16 (100 %)

Mo 0(0%)

10 15 20

=]
i

Figura 34. Resultados de la Cuarta pregunta del cuestionario de validacion de las guias practicas de laboratorio.

Como resultado a la quinta pregunta el 93,8% de los estudiantes indicaron
afirmativamente que el vocabulario utilizado en las guias era facil y sencillo de
entender, sin embargo el 6,3% de los estudiantes indicaron que el vocabulario no
era facil ni sencillo de entender, ver Figura 35.

(El vocabulario que se utilizo en las guias practicas de laboratorio es facil v sencillo

de entendar?

15 (83,8

M 106,23

Figura 35. Resultados de la quinta pregunta del cuestionario de validacion de las guias practicas de laboratorio.

Para la sexta pregunta se tuvo como resultado que 93,8% de los estudiantes ven las
guias practicas de laboratorio utiles como un proceso de ensehanza y aprendizaje,
sin embargo el 6,3% indicé que no lo consideraba util para procesos de ensefianza
y aprendizaje, ver Figura 36.
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+Considera util las guias practicas de laboratorio para procesos de ensefianza y
aprendizaje?

16 respuesias

15 (93,8 %)

MNo 1(63%)

=
wn
-
[=1
-l
wn

Figura 36. Resultados de la sexta pregunta del cuestionario de validacion de las guias practicas de laboratorio.

En la séptima pregunta el 100% de los estudiantes indicaron de manera afirmativa
que las guias practicas de laboratorio del presente trabajo permiten realizar
bioensayos con microalgas, ver Figura 37.

Usted considera que estas guias practicas de laboratorio le permiten realizar
bioensayos con microalgas.

16 respuestas

Si 16 (100 %)

Mo [—0(0%)

[=]
oh
—
[=]
=k
o
=

Figura 37. Resultados de la séptima pregunta del cuestionario de validacion de las guias practicas de laboratorio.

Finalmente en el apartado de sugerencias y recomendaciones se tuvo algunos
comentarios que indican que las guias eran entendibles, otros que mencionaron que
para entender las guias se necesitan algunos conocimientos previos, ver Figura 38.
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ifelicitaciones! Es entendible y conciso.

Muy buen trabajo , muy interesante el como en un medio contaminado el alga puede ayudar a
descontaminar este ambiente

Ninguna, todo es bastante claro, ojald el tiempo alcance para realizar por lo menos una de las practicas, se
ve muy interesante:)

Figura 38. Algunas sugerencias y recomendaciones de los estudiantes de grupo 1 de sistemas microbianos

Por otro lado, se implementé la guia practica de laboratorio Ill: Identificaciéon de la
microalga Chlorella vulgaris la cual los estudiantes de tercer semestre de grupo 1 de
sistemas microbianos, se mostraron interesados por realizar el laboratorio y se
obtuvieron habilidades y destrezas en los montajes, asi como en las observacion del
microscopio, ademas quedaron con el interés de desarrollar las demas guias
practicas de laboratorio para las cuales no hubo el tiempo suficiente, ver Figura 39 y
40.

Figura 39. Estudiantes observando a Chlorella vulgaris.
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Figura 40 . Estudiantes realizando la guia practica de laboratorio llI: Identificacion de la microalga Chlorella vulgaris.

9. CONCLUSIONES

% En los bioensayos realizados la microalga Chlorella vulgaris, ejerce una actividad
de bioabsorcién de contaminantes de las aguas residuales domésticas como son
los nitratos en un 100% y fosfatos en un 66,8%.

% Se observo que en los bioensayos se produjo 2,19 mg/L de nitritos, debido a que
los nitratos se degradan a nitritos, lo cual se relaciona con el Ciclo del Nitrégeno.

% Después de 15 dias Chlorella vulgaris en los bioensayos tuvo un crecimiento
estable.

% La elaboracion de guias practicas de laboratorio fortalece a los futuros
Licenciados en Biologia, debido a que genera una practica de organizacion del
conocimiento cientifico en un recurso didactico, el cual facilita y familiariza estos
temas de bioensayos para la comprension.

% Las guias practicas de laboratorio generan un interés tanto para el maestro que
las elabora, al disefar un recurso que sirva para llevar a las aulas, asi como para
los estudiantes los cuales aprenden desde lo tedrico y practico.

% El disefio de la guia practica de laboratorio fue bien recibido por los estudiantes,

dando estos cuenta que el recurso es adecuado para la ensefianza y aprendizaje
en los laboratorios.
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10. RECOMENDACIONES

% A las personas interesadas en hacer este tipo de trabajo les sugerimos tener el
cultivo base de la microalga, ya que obtener el cultivo es bastante complejo al
crear un medio de cultivo y condiciones donde pueda crecer Chlorella vulgaris.

% Al realizar el cultivo, mantenerlo en un ambiente con buena iluminacion y
constante movimiento para que haya una mayor proliferacion de la microalga.

% Si van a usar el medio Bristol, se sugiere que el medio de cultivo para la
microalga se debe tomar el sobrenadante y no la parte inferior donde se
encuentran concentradas las sales.

% Se sugiere realizar la validacion de las guias practica de laboratorio con

profesores del area de biologia y realizar la comparacién respectiva con la
validacion realizada con los estudiantes.
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Stephany Garcia y Maria Ortiz
Introduccion

Los medios de cultivo de microalgas

Son una dilusién acuosa que contiene los nutrientes inorganicos que necesitan las microalgas
para su crecimiento. El suministro de medio de cultivo y las concentraciones de los nutrientes
deben estar relacionados con la produccién de biomasa de manera que se tenga la cantidad
suficiente para que nunca se genere una limitaciéon que lleve a la disminucidon en la
productividad de biomasa o incluso alguna disfuncion del cultivo como la fotoinhibicion.

Principales nutrientes necesarios para el cultivo de un alga son:

- Agua: Es un nutriente que suministra electrones (H-) necesarios para la reduccion del CO2,
ademads funciona como transporte.

- Carbono: normalmente suministrado aparte como CO?2.

- Oxigeno: suministrado tanto por el H20 como por el CO2.

- Nitroégeno: este es muy importante ya que forma parte de las proteinas y nucledtidos de la
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biomasa. Suministrado como NO o NH +.

- Fésforo: suministrado como fosfato, forma parte de importantes intermedios metabolicos,
lipidos, enzimas y multitud de especies bioquimicas.

Por otro lado, es importante tener en cuenta que existe una gran cantidad de otros nutrientes
que se requieren para la especie. Segun la cantidad en la que se necesiten se suelen clasificar
como macronutrientes o micronutrientes.

Macronutrientes: Estas son sales como el cloruro de sodio y magnesio, sulfatos y sales de
calcio. Pueden aparecer en concentraciones de hasta 30 g/L. cuando se trata de especies
marinas y hasta de 100 g/L en microalgas halofilas. Estos macronutrientes no se consumen en
la generacion de biomasa o se incorporan en muy pequena medida. Su objetivo principal es
mantener la presion osmotica y el equilibrio de electrolitos.

Micronutrientes: Son elementos que actian como cofactores de enzimas y aparecen en muy
pequenias cantidades. Si se ponen en exceso pueden tener una funcioén de toxicidad, como es
el caso del cobre, que es un conocido alguicida.

Objetivos
% Realizar la preparacion del medio de cultivo bristol.

% Adquirir habilidades en la elaboracion de medios de cultivo.
% Fortalecer actividades en cuanto al manejo de instrumentos y reactivos de laboratorio.



Materiales: Un erlenmeyer 1 L, balanzas de laboratorio, vidrio de reloj, espatula, agitador,
cinta de enmascarar, papel periodico, papel aluminio, guantes, tapabocas y bata.

Compuestos: composicion g/L 25 g NaNO3, 17.5 g KH2PO4, 2.5 g CaCl2 2H20, 7.5 g
K2HPO4, 2.5 g NaCl, 7.5 g MgS04 7H20, 3.1 g KOH, 5 g EDTA, 0.15 g FeSO4 7H20,
0.001 g NaMoO4, 0.0002 g CoCI2 6H20, 0.001 g ZnSO4 7H20, 0.0002 g CuSO4 5H20.

Procedimiento

Utilizar los implementos de bioseguridad (guantes, tapabocas y bata)

Agregar al erlenmeyer deun 1 L, 1 L de agua destilada.

En la balanza del laboratorio, colocar el vidrio de reloj.

Tomar con la espatula el compuesto y colocarlo en el vidrio de reloj sobre la balanza.
Cuando tenga la medida exacta agregar la cantidad al erlenmeyer.

Revolver con el agitador.

Hacer el punto 5 y 6 con todos los compuestos.

g9 =[G W s W=

Terminado de agregar todos los compuestos, tapar la boquilla del erlenmeyer con papel
aluminio.

9. Volver a tapar la boquilla del erlenmeyer con papel.

10. Sellar con cinta de enmascarar alrededor de la envoltura.

11. Llevar el medio de cultivo a esterilizacion mediante autoclave a temperatura de 121 °C, 15
psi, 15 minutos.

Nota: Convertir la composicion del medio Bristol, dependiendo de la cantidad que se vaya a necesitar.
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Cuestionario

© (Cudl es el procedimiento para esterilizar el medio de cultivo Bristol?

© (Cuales son los macronutrientes y cual es su funcion?

© (Cuéles son los micronutrientes y cudl es su funcion?

© (Cudles son las diferencias entre los macronutrientes y micronutrientes?

© (Qué es y para qué sirve un medio de cultivo de microalgas?

© (Por qué el nitrogeno es un nutriente importante para el medio de cultivo de una

microalga?

© (Qué pasa si se excede la cantidad de micronutrientes?

© Responda verdadero o falso a la siguiente afirmacion:
El suministro de medio de cultivo y las concentraciones de los nutrientes deben estar
relacionados con la produccion de biomasa.



Stephany Garcia y Maria Fernanda Ortiz
Introduccion

La recoleccion de muestras tanto de agua como de suelo deben ser tomadas correctamente
para su posterior analisis en el laboratorio, ya que es un proceso complejo y con multitud de
aspectos a tener en cuenta antes, durante y después de la recoleccion de la porcion de agua o
suelo; las muestras debe ser homogénea y representativa, ademas se debe tener en cuenta el
proceso de toma, transporte y conservacion los cuales no modifiquen las propiedades, esto es
esencial para evitar resultados de ensayos cuya fiabilidad pueda ser cuestionada. Existen
diferentes tipos de toma de muestras, basados esencialmente en la forma en la que se obtiene
la porcion de agua y suelo, en el caso del muestreo aleatorio se basa en seleccionar n
unidades sacadas de N, de tal manera que cada una de las muestras tiene la misma
probabilidad de ser elegida. (Lopez, N. 2002)

Los microorganismos se encuentran formando poblaciones mixtas con otros tipos de
microorganismos. A estos cultivos se les denomina cultivos mixtos. Sin embargo, el
conocimiento de los microorganismos se consigue mediante el estudio de cepas aisladas,
cultivadas en el laboratorio en cultivos puros; para ello se necesita del aislamiento, el cual
consiste en la separacion de un determinado microorganismo del resto de microorganismos
que le acompaiian, esto se puede realizar mediante diluciones seriadas, como bien su nombre
lo dice es una secuencia de diluciones en la que se reduce la concentracion progresivamente;
generalmente el factor de dilucidon es el mismo en cada paso, por lo que las concentraciones
de la serie conforman una progresion geométrica logaritmica, estas son usadas para obtener
disoluciones muy diluidas con precision, asi como disoluciones para experimentos en las
ciencias experimentales, incluyendo bioquimica, quimica, farmacologia, microbiologia y
fisica. (Mar, A; et al. 2016)

Para esta area exacta las diluciones seriadas también se pueden utilizar para reducir la
concentracion de microorganismos o células de una muestra. Como, por ejemplo, el nimero
de células de microalgas que crecen en un medio de cultivo liquido; la dilucién puede ser util
para obtener resultados mas manejables o para tener un numero definido de colonias de
cultivo. La dilucidon en serie es también un método mas barato y mas sencillo para preparar
los cultivos de una sola célula que el empleo de pinzas Opticas y micromanipuladores.
También existen tipos de disoluciones dependiendo del logaritmo que se vaya a usar una
dilucién decimal es llamada dilucion logaritmica, ya que en cada etapa, se toma una parte de
la disolucidn anterior y se le afiaden nueve volimenes de agua, mientras una dilucion al doble
de volumen se denomina dilucion semilogaritmica y una dilucion al cuadruple de volumen se
denomina dilucion cuarto-logaritmica (Domingo, A. 2020)



Medios de Cultivo

Muchos factores contribuyen para el desarrollo dptimo de los cultivos de microalgas, algunos
de éstos afectan las caracteristicas del crecimiento.

Los recipientes de cultivo mds comunmente usados son de materiales no toxicos como las
cajas de petri, matraces erlenmeyer, matraces ferenback, carboys o garrafas, etc., adecuados
para cultivos de laboratorio. En cultivos masivos la aireacion es un factor muy importante
para la homogeneizacion de los nutrientes y para evitar la sedimentacion de las microalgas.
Otro factor importante es la penetracion de la luz en el cultivo (Torrentera, L. s.f).

Se han desarrollado diferentes medios para el cultivo de microalgas que van desde las
formulas para enriquecer el agua de mar natural, hasta el uso de medios artificiales que
permitan resultados constantes en contraste con los resultados tan variables que brinda el uso
del agua de mar natural que entre otros factores depende del lugar donde se colecta ésta, y el
tiempo de almacenamiento de la misma. (Torrentera, L. s.f)

Los medios artificiales se usan usualmente para fines experimentales, ya que como se ha
mencionado, brinda resultados constantes, aunque existen algunas especies que no crecen en
medios artificiales por factores desconocidos que afectan su crecimiento (Torrentera, L. s.f)

El fitoplancton se desarrolla y multiplica en relacion de las condiciones fisicoquimicas del
medio; en términos generales son los macronutrientes o factores limitantes del crecimiento el
carbono, nitrégeno, foésforo, silicio, magnesio, potasio y calcio, que se requieren en
cantidades relativamente grandes, mientras que los llamados micronutrientes hierro,
manganeso, cobre, zinc, sodio, molibdeno, cloro y cobalto, se necesitan en menores
cantidades. (Torrentera, L. s.f)

Existen otros medios que incluyen en su composicion sustancias organicas (vitaminas,
aminoacidos) necesarios para aquellas especies de microalgas Auxotrofas, es decir que no
sintetizan por medio de la fotosintesis este tipo de compuestos y resultan factores que pueden
limitar su crecimiento. (Torrentera, L. s.f)

Objetivos

% Recolectar, envasar y transportar con la debida precaucion las muestras de agua y
suelo del parque seleccionado.

% Realizar aislamiento primario de microalgas de la muestra de suelo y agua.

% Desarrollar habilidades en la toma de recoleccion y aislamiento de muestras.



Materiales: Bolsa negra, guantes, tapabocas, botella de 1L y espatula.

Recolecciéon muestra de agua.

1.

Utilizar los implementos de bioseguridad (guantes y tapabocas)

2. Enla orilla del rio, tomar con la botella de 1L la muestra de agua.
3. No cerrar la botella de agua, por completo.

Recoleccion muestra de suelo.

N =

Utilizar los implementos de bioseguridad (guantes y tapabocas)

Cerca a la orilla del rio, tomar con una espatula 10g de suelo y colocarlo en la bolsa negra.
Repetir el punto 2 en diferentes areas hasta obtener 100 g.

Homogeneizar la muestra de 100 g en la bolsa.

Materiales: 8 erlenmeyers, 90 mL de cultivo Bristol para cada erlenmeyer, 8 pipetas de 10
mL, 1 pipeteador de 10 mL, 100 mL de agua destilada, 10 g de suelo, 1 L de agua de algin
rio o quebrada, bata de laboratorio, guantes, marcador y cinta de enmascarar.

Aislamiento primario con suelo

Pesar 10 g de la muestra de suelo obtenida.
Agregar en 90 mL de agua destilada los 10g de suelo y revolver hasta obtener una mezcla

e -1
homogénea. Esta sera la dilucion 10

Preparar 3 medios de cultivo Bristol.

Con una pipeta tomar 10 mL de la mezcla homogénea (agua destilada y muestra de suelo)
y agregar a uno de los medios Bristol y hacer la dilucién seriadas 10 2, 10, 10,

posteriormente se marcard debidamente el erlenmeyer con el nombre de la persona, fecha
y dilucién.

Con papel aluminio tapar la boquilla de los erlenmeyers en las cuatro diluciones, para
luego ponerlos bajo luz controlada.

Revisar los medios de cultivo cada semana y tomar nota del progreso.



Con 3 pipetas
realizar diluciones 10 mL 10 mL 10 mL
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Se toman 10 g de

muestra de suelo v lee  90mL 90 mL 90 mL
Seagregalos o medio de medio de medio Finalmente tapar todas
10g de suelo Y  Bristol Bristol Bristol las boquillas con
5S¢ ponen en aluminio y periodico
90 mL de agua
destilada

Aislamiento primario con Agua

1. Tomar 10 mL de la muestra de agua.
2. Agregar los 10 mL de la muestra de agua en 90 mL de medio bristol y hacer las

diluciones seriadas 10_2, 10_3, 10_4, posteriormente se marcard debidamente el
erlenmeyer con el nombre de la persona, fecha y dilucién.

3. Con papel aluminio tapar las boquillas de los erlenmeyers de las cuatro diluciones.

4. Revisar los medios de cultivo cada semana y tomar nota del progreso.

Con 3 pipetas
realizar diluciones 10 mL 10 mL 10 mL
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Se agrega los de medio de medio de medio Finalmente tapar todas
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las boquillas con

aguay se aluminio y periodico

ponen en 90
mL de agua
destilada



Cuestionario

© (Por qué se debe tener cuidado al tomar, transportar y conservar la muestra?

© (Cudl es la diferencia entre un cultivo mixto y un cultivo puro?

© {Cbémo se obtiene un cultivo puro, a partir de un cultivo mixto de microalgas?

© Realice un esquema del paso a paso para colectar una muestra de suelo para aislamiento de microalgas.
© ¢Qué es un cultivo liquido de microalgas?

© Realice un dibujo explicando el proceso de aislamiento primario de muestras de agua.

© (En qué consisten las diluciones seriadas?

© (En qué consiste y para qué sirve un aislamiento?

© A la hora de la recoleccion de muestra liquida, ;por qué es importante no cerrar del todo la tapa de la
botella plastica?

© ¢ Para que se deben revisar los medios de cultivo cada semana?

Referencias

Domingo, A. (2020) Diluciones seriadas. Disponible en:
https://cuadernolab.web.uah.es/web/tecnicas/diluciones-seriadas/

Higiene ambiental. (2020) Criterios para la toma de muestras de agua de consumo.
Disponible en:
https://higieneambiental.com/aire-agua-vy-legionella/criterios-para-la-toma-de-muestras-de-a

ua-de-consumo

Lopez, N. 2002. Estadistica. Disponible en: www.juntadeandalucia.es

Mar, A; Blandén, L; Ceballos, V; Mejia, M. y Buriticd, H (2016) Aislamiento de
Microorganismos en diferentes ambientes (Suelo, Agua y Aire). Disponible en:
https://repository.unilibre.edu.co/bitstream/handle/10901/17596/2.%20Aislamiento%20de%2
Omicroorganismos.pdf?sequence=1&isAllowed=y

Torrentera, L. (s.9). I1. Cultivo De Microalgas. Disponible en:
https://www.fao.org/3/ab473s/AB473502.htm



https://cuadernolab.web.uah.es/web/tecnicas/diluciones-seriadas/
https://higieneambiental.com/aire-agua-y-legionella/criterios-para-la-toma-de-muestras-de-agua-de-consumo
https://higieneambiental.com/aire-agua-y-legionella/criterios-para-la-toma-de-muestras-de-agua-de-consumo
http://www.juntadeandalucia.es
https://repository.unilibre.edu.co/bitstream/handle/10901/17596/2.%20Aislamiento%20de%20microorganismos.pdf?sequence=1&isAllowed=y
https://repository.unilibre.edu.co/bitstream/handle/10901/17596/2.%20Aislamiento%20de%20microorganismos.pdf?sequence=1&isAllowed=y
https://www.fao.org/3/ab473s/AB473S02.htm

Stephany Garcia y Maria Ortiz
Introduccion

La identificacion de microalgas se puede realizar de dos tipos, mediante identificacion
morfolégica o identificacion molecular, para el primer procedimiento se lleva a cabo
mediante claves morfologicas taxondmicas de las cepas a analizar, las cuales se puede tener
en cuenta su forma, color, diametro, movilidad, pared celular y estado de desarrollo, para el
segundo procedimiento la identificacion molecular de microalgas se utiliza secuencias de
ADN que pueden proporcionar medios para identificar de forma consistente y rapida.
Recientemente se han desarrollado identificaciones de cepas de microalgas utilizando varios
marcadores moleculares, entre ellos se encuentra los genes de la subunidad mayor de la
ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (rbcL), el espaciador interno transcrito 2
(ITS-2) y el gen del ARNr 18S. (Gémez, O. et al. 2018)

Segin M.W. Beyerinck, 1890, la microalga Chlorella vulgaris se encuentra clasificada
taxondmicamente:

Reino:  Protista
Division: Chlorophyta
Clase:  Chlorophyceae
Orden:  Chlorococcales
Familia: Qocytaceae
Género: Chlorella

Especie: Chlorella vulgaris
Fotografia tomada por Ortiz, M. (2022)

Chlorella vulgaris es un alga verde unicelular, microscopica con un tamafio de 5 a 10 pm y
con una estructura similar a la de las plantas superiores, conteniendo una pared celular
conformada por glucano y glucosamina, mitocondria y cloroplastos, siendo este ultimo
necesario para llevar a cabo la fotosintesis; por otro lado, presenta reproduccion asexual por
auto-esporulacion que toma alrededor de 24 horas para realizar su division, posee un rapido
crecimiento en condiciones autotréficas, heterotroficas y mixotroficas. Esta alga esta presente
en el planeta Tierra desde el periodo precambrico y presenta multiples ventajas como por
ejemplo su bajo costo, facil cultivo, alta velocidad de crecimiento y la habilidad de adaptarse
a diferentes ambientes, lo que permite su cultivo en areas pequefias. La especie Chlorella
vulgaris fue descrita en 1890 por el microbidlogo Martinus Willem Beijerinck, quien obtuvo
cultivos puros de esta microalga, siendo este el primer cultivo de microalgas eucariotas, a
partir de entonces se desarrolld el interés por sus aplicaciones biotecnologicas. (Cajamar,
2015)



Objetivos

% Aprender a manejar claves para la identificacion de microalgas.
% Desarrollar habilidades de identificacion de microalgas especificas como es Chlorella

*

vulgaris.
Fortalecer las actividades de laboratorio, como es la utilizacion del microscopio para
identificar microorganismos.

Materiales: Microscopio, guantes, pipeta pasteur, lamina, laminilla, claves de microalgas,
esmalte transparente.

Procedimiento

O o

Tomar la muestra con
la pipeta pasteur.

Agrega esmalte
transparente en los
bordes de la laminilla

Tomar la muestra con la pipeta pasteur.

Agregar en la lamina y cubrir con una laminilla.

Colocar la muestra sobre la platina del microscopio.

Ajusta el objetivo del microscopio en el aumento de 40x.

Tomar registro fotografico.

Identificar la microalga Chlorella vulgaris, mediante caracterizacién morfolégica por
claves taxonomicas.

Agrega esmalte transparente en los bordes de la laminilla que se encuentra sobre la
lamina con la muestra de la microalga identificada. (muestra para conservar)

Oculares

Revilver o~ ; Hrazo

Ohbjetivos

Foco —

Base w\- .
Agregar en la lamina v s

cubrir con una laminilla. Colocar la muestra sobre la platina del microscopie

Desplazamiento plating

Ajusta el objetivo del microscopio
en el aumento 40x.

L 4

Identificar la microalga Chlorella vulgaris,

Tomar registro fotografico. por claves morfologica taxondémicas.



Clave morfolégica 1

ALGAS VERDES
Células de color verde intenso, rodeadas de pared celular o no: ALGAS VERDES (y
Euglena)

1. Organismos de vida aislada, no unidos en agrupaciones celulares.
1.2. Células inmoviles o con movimiento muy lento no producido por flagelos.
1.2.1. Células esféricas, con una marcada diferencia de tamafio Chlorococcum.

Bolivar, F. y Sanchez, P. (2017)

Clave morfologica 2

1.

Chlorellales: algas coloniales unicelulares o no filamentosas; células vegetativas
inmoviles. (Lee, R. 2008; pag. 191)

Chlorellales: en este orden estan las algas que no tienen movilidad, talo vegetativo donde
el talo comprende una sola célula o un cenobio compuesto de un nimero definido de
células dispuestas de una manera especifica. La reproduccion asexual ocurre por
zoosporas o aplanosporas que son comunmente autosporas. Estas auto esporas son
probablemente no mas que células hijas del talo progenitor. La reproduccion sexual puede
ser isdgama, anisogama, mous u oogamos. El orden es exclusivamente agua dulce. (Lee,
R. 2008; pag. 212)

Las células de Chlorella son esféricas con forma de copa. cloroplasto (Fig. 5.83). El inico
método de reproduccion es por células hijas que se asemejan a las células madre.
Chlorella a menudo forma intracelular simbiosis con invertebrados acuaticos y protozoos
(como el paramecio). (Lee, R. 2008; pag. 213)

Scenadasmus
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[ ST- AR 2 W Drawing of Chiorella vulgaris (with autospores),
Scenedesmus armatus, and 5. obliquus.

Tomado de Lee, R. 2008

Cuestionario

© ¢Cuales son las metodologias para la identificacion de microalgas?

© Describa las caracteristicas de la microalga Chlorella vulgaris

© Dibuje la microalga observada en el microscopio, describa sus partes.
© (Cudl es el movimiento de Chlorella vulgaris?
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Bioensayos de ahsorcion de nitratosy
fosfatos con Chiorelia vulgaris

Stephany Garcia y Maria Fernanda Ortiz
Introduccion

Los bioensayos son herramientas de diagndstico con el fin de determinar el efecto de agentes
fisicos y quimicos sobre organismos de prueba bajo condiciones experimentales especificas y
controladas. Estos efectos pueden ser tanto de inhibicién como de magnificacion, evaluados
por la reaccion de los organismos, tales como muerte, crecimiento, proliferacion,
multiplicacion, cambios morfoldgicos, fisiologicos o histologicos. La utilidad de los
bioensayos estd primordialmente en ser un método de deteccion relativamente simple y que
se puede emplear para el monitoreo de causas y efectos de tipo ambiental y en farmacologia
(Ronco, A.; Diaz, M.; Granados, Y. 2014).

Caracteristicas de los bioensayos

Existen sustancias con un amplio espectro de efectos sobre los organismos; por tanto, es
necesario realizar mas de un bioensayo para evaluar esas sustancias; se dispone de una gran
variedad de bioensayos en funcién de los objetivos de investigacion. Para realizar un
bioensayo es importante identificar:

(a) qué sustancia sera evaluada.

(b) en qué sustrato sera utilizada.

(c) en qué organismo se probara.

(d) qué tipo de respuesta podria ser detectada.

Objetivos
e Desarrollar habilidades de observacion y analisis de bioensayos.
e Evaluar el aumento o la disminucion de Chlorella vulgaris en los bioensayos.

e Determinar la capacidad de bioabsorcion de nitratos y fosfatos de Chlorella vulgaris.

Materiales: Erlemeyers, pipetas, pipeteadores, guantes, medio Bristol, cepas de Chlorella
vulgaris, muestra de agua contaminada, marcador y gasas.

Procedimiento
Para la realizacion de los bioensayos, se contard con las muestras de agua contaminada, aguas

residuales de tipo doméstico del rio Tunjuelo del Parque Ambiental Cantarrana, asi como los
cultivos celulares de Chlorella vulgaris. El experimento consta de 2 bioensayos, de los cuales



uno es de control y el otro es el bioensayo de bioabsorcion con las muestras de agua
contaminadas, el bioensayo de control cuenta con una réplica y los de absorcion con cuatro
réplicas. A todos los bioensayos se les medira los parametros quimicos de nitritos, nitratos y
fosfatos, cada semana. De igual modo, estos bioensayos se mantendran en condiciones de
laboratorio 6ptimas con luz y temperatura ambiental.

Bioensayo de Control

1. En un erlenmeyer de 50 mL, afiadir 50 mL de agua contaminada del rio Tunjuelo.

2. Medir los nitritos, nitratos y fosfatos de la muestra de control con el Kit merck Hanna
instruments.

3. Anotar y tomar evidencia fotografica de los resultados obtenidos en el paso anterior, cada
semana.

Bioensayo de Adsorcion

1. En 6 erlenmeyers de 50 mL, se afiade 45 mL de agua contaminada del rio Tunjuelo.

2. Posteriormente agregar 5 mL de cultivo de Chlorella vulgaris.

3. Tapar con gasa y cinta la boquilla del erlenmeyer.

4. Marcar debidamente cada erlenmeyer.

5. Realizar cada semana la medicion de nitritos, nitratos y fosfatos, con el Kit merck Hanna
instruments.

6. Tomar nota de los resultados y evidencia fotografica, cada semana.

1. Medir de la muestra de agua U
contaminada nitritos,nitratos y
fosfatos con Kit merck

2; Agregar 50 mL de la muestra del agua
50 mL contaminada y marcar con cinta como
> muestra de control

Tapar con gasa la boquilla del

erlenmeyer y dejar en

condiciones ambientales y
45 medir cada semana nitritos,
_nitratos y fosfatos

5mL ) |\ L

3 .Por triplicado poner 45 mL —_— L\ —D ks
de muestra de agua y 5 mL @

de Chlorella vulgaris

y \

Cuestionario

© ¢Cuales son los cuatro elementos a identificar para la realizacion de un bioensayo?



© ¢(En qué consiste un bioensayo?

© (Por qué cree que es importante llevar un registro cada semana tanto escrito, como
fotografico de los niveles de nitritos, nitratos y fosfatos de los bioensayos con Chlorella
vulgaris?

© (Cudl es la utilidad de los bioensayos?

© (Por qué son necesarias las réplicas?
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