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Resumen  

El aumento de la contaminación ha llevado a que en los ecosistemas acuáticos generen 

un desequilibrio bioquímico y biológico ocasionando pérdida de especies locales y 

migratorias, en especial en los humedales y los remanentes de estos, los vallados, que 

se encuentran localizados en zonas urbanas y/o rurales con constante ingreso de 

contaminantes. Por lo cual, la recuperación de estos ecosistemas, está enfocado en 

reducir compuestos nitrogenados que se relacionan con el aumento de eutrofización, a 

través del uso de microrganismos nativos, como las microalgas, aprovechando su 

metabolismo para reducir las concentraciones de amonio, nitrito y nitrato. Los objetivos 

de este trabajo fueron diseñar un biofiltro con capacidad de bioabsorción de compuestos 

nitrogenados utilizando microalgas libres y microencapsuladas, aisladas de cuerpos de 

agua de vallados así como determinar la capacidad del biofiltro diseñado para la 

bioabsorción de estos compuestos. 

El vallado utilizado presentó una concentración de Amonio (N-NH₄⁺) de 2,5 mg/l y de 

Nitrato (NO3-) de 2,2 mg/l, con un pH de 7. La microalga aislada pertenece al género 

Chlamydomonas sp. Esta microalga usa fuentes inorgánicas de nitrógeno para su 

crecimiento, lo cual permite aplicarla para biotratar aguas residuales con altos contenidos 

de compuestos nitrogenados. Se diseñaron los biofiltros utilizando 8,44 x 106 células/ ml 

de la microalga (μmax 0,077/día). Se observó que los biofiltros diseñados con la microalga 

bajo las condiciones trabajadas incrementaron el NH₄⁺ y NO3- presente, por lo que se 

necesita más investigación para optimizar los biofiltros y la eliminación de estos 

compuestos en el agua de los vallados. 

Palabras clave:  Eutrofización, vallados, microalgas, biofiltración, compuestos 

nitrogenados. 

 

 

 

 



 

Abstract 

The increase in pollution has led aquatic ecosystems to generate a biochemical and 

biological imbalance, causing losses of local and migratory species, especially in 

wetlands and their remnants, the ditches, which are located in urban areas and/or rural 

with constant entry of contaminants. Therefore, the recovery of these ecosystems is 

focused on reducing nitrogenous compounds that are related to the increase in 

eutrophication, through the use of native microorganisms, such as microalgae, taking 

advantage of their metabolism to reduce ammonium, nitrite and nitrate concentrations. 

The objectives of this work are to design a biofilter with the capacity to remove 

nitrogenous compounds using free and microencapsulated microalgae, isolated from 

water bodies arising from ditches, as well as determine the capacity of the biofilter 

designed for the removal of these compounds. 

The sample taken from the stagnant water has an ammonium (N-NH₄⁺) concentration of 

2.5 mg/l and nitrate (NO3-) of 2.2 mg/l, with a pH of 7. The isolated microalgae belongs 

to the genus Chlamydomonas sp. This microalga uses inorganic sources of nitrogen for 

its growth, which allows it to be used as biotreatment wastewater with high content of 

nitrogenous compounds. Biofilters were designed using 8,44 x 106 cells/ ml microalgae 

(μmax 0,077/day). It was observed that the biofilter designed with the microalga under the 

worked conditions increased the NH₄⁺ and NO3- present, therefore more research is 

needed to optimize the biofilters and the elimination of these compounds from the ditch. 

 

Keywords: Eutrophication, ditches, Chlamydomonas sp., biofiltration, nitrogenous 

compounds. 
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1. Introducción  

Las actividades humanas están alterando todos los ecosistemas, debido a la generación 

de contaminantes que, por distintos medios de propagación llegan a los cuerpos de agua 

ocasionando disturbios al equilibrio y procesos biológicos de especies endémicas que 

habitan dicha área acuática. El inadecuado manejo de residuos industriales, el 

incremento de fertilizantes en cultivos aledaños a los cuerpos de agua y las descargas 

de desechos domésticos, afectan a la estructura y funcionamiento de los cuerpos 

acuáticos.  

El efecto de este desequilibrio fisicoquímico y biológico impacta negativamente los 

cuerpos de agua dulce principalmente en tres aspectos. En primer lugar, el aumento 

excesivo y poco controlado de compuestos nitrogenados orgánicos e inorgánicos 

ocasionado por el incremento de nutrientes en los cuerpos de agua, en segundo lugar, 

con el incremento de materia orgánica, la descomposición como proceso biológico es 

representativa, lo que conlleva a una demanda alta de oxígeno atmosférico, por lo cual, 

las especies dependientes de este, se verán afectadas y perderán su función reguladora 

en el ecosistema.  

Por otro lado, este fenómeno actúa al tiempo con la producción metabólica de 

contaminantes por otros microorganismos antagónicos al equilibrio ecosistémico y el 

desarrollo masivo de plantas acuáticas, lo que conlleva una alteración fisicoquímica del 

ecosistema, resultado del aumento de nutrientes limitantes como los nitritos y los fosfatos 

que generan un crecimiento exagerado de fitoplancton y plantas acuáticas. Lo anterior 

evidencia una problemática ambiental que requiere de soluciones y estrategias para 

disminuir el exceso de nitratos a niveles que no desequilibren el ecosistema, para que, 

de este modo, se minimicen los impactos negativos en los cuerpos de agua.   

En la actualidad se han implementado procesos químicos y físicos en el tratamiento de 

aguas para la eliminación o disminución de contaminantes que convierten a este recurso 

no disponible para el consumo humano, sin embargo, estos procesos pueden llegar a 
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constituir un gasto alto respecto al volumen recuperado en el tratamiento. De igual 

manera, también pueden llegar a obtenerse desechos provenientes de este proceso que, 

al no ser parte del ecosistema, podría convertirse en otro problema ambiental. 

Distintos métodos biológicos existen en la actualidad para hacer uso de microorganismos 

que tienen la capacidad de remover y disminuir niveles de moléculas contaminantes en 

los cuerpos de agua, sin embargo, para poder llevar a cabo estos procesos sin que se 

genere algún otro desequilibrio ecosistémico es importante que se puedan recuperar las 

células después del tratamiento. En este sentido, la inmovilización del microorganismo 

de interés en alginato de sodio y cloruro de calcio plantea ventajas en la recuperación de 

la biomasa celular en medios acuáticos, al tiempo que permite la protección de la cepa 

de cualquier elemento que pueda alterar los procesos metabólicos o concentraciones 

celulares del microorganismo.  

El objetivo principal de este trabajo fue diseñar un biofiltro para la bioabsorción de NH4+ 

(amonio) y NO3- (nitrato) usando Chlamydomonas sp. procedentes de vallados de 

Mosquera- Cundinamarca, en donde se encuentra la metodología empleada para la 

obtención de la microalga aislada su crecimiento en fotobiorreactor, la identificación 

molecular y la determinación de las concentraciones de la inmovilización con alginato de 

sodio y cloruro de calcio. El biofiltro diseñado debe tener en cuenta factores externos que 

permitan que la bioabsorción de los compuestos nitrogenados se lleve a cabo por las 

microalgas, debido a que los cambios de estos factores pueden afectar el proceso de 

biofiltración de contaminantes.  

1.1 Planteamiento del problema  

Colombia es un país que se caracteriza por albergar numerosas fuentes hídricas de gran 

importancia para la mantención de la biodiversidad que posee. Sin embargo, con el 

aumento de la industrialización, dichos ecosistemas acuáticos están siendo afectados 

negativamente por la presión antrópica por medio de actividades de urbanización, 

minería, transporte, cultivos extensivos, uso de agroquímicos entre otros. Esto ha 

ocasionado que la mayoría de las zonas acuáticas en la zona Andina, presenten 

acumulación de nutrientes o contaminación, conllevando a la pérdida de muchas de 

estas zonas(1).  
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En la actualidad existen distintos métodos útiles que pueden llegar a mitigar dicho 

aumento de contaminantes a través de protocolos de remoción física o química, sin 

embargo, estos están entre los más costosos por los reactivos que se requieren y que 

con el tiempo pueden llegar a perder efectividad, o que en el proceso de remoción 

pueden generarse distintos productos o desechos que tendrían impacto negativo que 

puede llegar a ser contraproducente o incluso peor dentro del ecosistema (2). 

El desarrollo de tecnologías eficientes y amigables con el medio ambiente como la 

biorremediación se han convertido en una alternativa sustentable para el saneamiento 

de ecosistemas que han sido afectados por diversos factores contaminantes (3,4). En 

este sentido, la biorremediación de los ecosistemas acuáticos usando microorganismos 

nativos aislados de cuerpos de agua de los vallados pertenecientes a los humedales,  

como las microalgas que, a través de su metabolismo, plantean metodologías 

alternativas limpias que pueden ser usados como una posible solución para el 

mantenimiento de cuerpos de agua contaminados, pues además de reducir, limpiar, 

depurar contaminantes, como resultado de su metabolismo, se pueden obtener 

productos de interés industrial y agrícola (5). 

Sin embargo, mantener la eficiencia de las microalgas  en condiciones adversas es 

complejo por lo cual, para evitar cualquier daño o modificación en la población se pueden 

proteger de las condiciones ambientales  desfavorables y productos tóxicos a través de 

procesos como la microencapsulación, para prolongar la remoción eficiente de 

compuestos contaminantes como los nitrogenados, así como también permitir el  diseño 

de biofiltros  utilizando microalgas microencapsuladas  como una alternativa novedosa y 

prometedora para el tratamiento de diversas aguas residuales (6)  . Es por esto que se 

plantea la siguiente pregunta problema  

¿Cuál es la efectividad del biofiltro diseñado con microalgas nativas microencapsuladas 

en la bioabsorción de compuestos nitrogenados? 

1.2 Justificación 

El constante vertimiento de contaminantes con alta carga de nutrientes a los cuerpos de 

agua ha originado un problema en todos los ecosistemas que tienen como componentes 
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este recurso natural o que se encuentran en zonas aledañas y que componen un sistema 

de distribución originado desde estos ecosistemas. Esta contaminación puede afectar 

directamente la estabilidad de los ecosistemas acuáticos por la eutrofización, debido al 

exceso de desechos industriales, agroindustriales o por el aumento de construccione s 

urbanas que aumentan el riesgo de comunidades biológicas que dependen del 

ecosistema y que afectan a la salud humana, inclusive en muy bajas concentraciones 

(7).  

Este fenómeno mundial, de pérdidas de cuerpos de agua por contaminación antrópica, 

se ha acelerado con tal velocidad que en el periodo de 1970 a 1980 los valores de pérdida 

estaban entre el -0,68 y el -0,69%, comparado un valor que varía entre el -0,85 y el -

1,60% anual desde 2000 (8) . De acuerdo los datos del Departamento Nacional de 

Planeación de Colombia, los sectores productivos generan cerca del 20% de 

contaminación, de los cuales se destacan actividades tales como producción de papel, 

producción de sustancias química, mataderos y extracción petrolera en algunas zonas 

que aumentan la generación de desperdicios que llegarán a afectar gravemente los 

ecosistemas aledaños y que con el tiempo generarían altos costos en su recuperación 

(9). Estas actividades que afectan los cuerpos de agua produciendo eutrofización,  

especialmente por el aumento de nitrógeno, son el resultado del tipo de contaminación 

derivada del rápido desarrollo de fertilizantes químicos, extracción de petróleo y 

desechos industriales en general que más impacta en los ecosistemas acuáticos en su 

estabilidad y equilibrio (10).  Por tal motivo, es fundamental generar opciones viables 

alternas sin efectos adversos en la recuperación de la calidad de agua, que permita 

transformar y eliminar compuestos nitrogenados y que así mismo, promuevan la 

conservación de dichas áreas.  

En este sentido, la aplicación de tecnologías que involucran procesos biológicos de los 

microrganismos aislados de los mismos afluentes nativos pueden llegar a ser 

importantes en la degradación de contaminantes (11), puesto que el uso de uno o varios 

microrganismos que  tengan características fisiológicas relacionadas con la degradación 

o transformación de varios tipos de contaminantes, permitirían la recuperación de un 

ecosistema acuático determinado (12,13).  
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El uso de estas tecnologías plantea también retos en la obtención de la biomasa algal 

que se genere después del tratamiento de reducción de contaminantes, pues su 

incremento poblacional puede volverse un contaminante en el medio. Por esta razón, la 

inmovilización de microorganismos ofrece la posibilidad de controlar el crecimiento de 

las microalgas, al igual que permite una eficiencia en la disminución y bioabsorción de 

contaminantes que pueden llegar a ser usados como nutrientes, en comparación a los 

mismos microorganismos sin inmovilizar. Considerando el potencial de biorremediación 

que tienen las microalgas, esta tecnología se convierte en una alternativa atractiva y 

ambientalmente favorable en términos de la recuperación de ecosistemas acuáticos pues 

no se generan residuos adicionales y se controla el crecimiento poblacional (14,15). 

Es por esto que se propuso como objetivo general de este trabajo diseñar un biofiltro 

para la bioabsorción de NH4+ y NO3- usando la microalga Chlamydomonas sp. aislada de 

los vallados de Mosquera- Cundinamarca. Esta microalga se identificó molecularmente. 

Su biomasa se produjo en el Biorreactor Biostat A Plus de 5 litros, y posteriormente se 

utilizó para el diseño del biofiltro usando las células libres y microencpasuladas en 

alginato de sodio y Cloruro de Calcio, como método de tratamiento in vitro de las aguas 

de vallado para la bioabsorción de nitrógeno. 
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2. Marco conceptual y generalidades  

Para desarrollar el presente trabajo es importante reconocer cuales son los factores que 

inciden en la contaminación de cuerpos de agua y cómo es su dinámica físico-químico y 

biológica para de esta manera, identificar el origen de la contaminación, su efecto y que 

organismos están inmersos en la absorción de dichos contaminantes comprendiendo 

metabólicamente como pueden asimilarlo dentro de su estructura. 

2.1 Marco conceptual y generalidades  

2.1.1 Ecosistemas acuáticos cuerpos de agua 

Los humedales y los cuerpos de agua (vallados) han sido reconocidos por la gran 

variedad de funciones que mantienen un equilibrio ecológico, ya que brindan refugio para 

una gran diversidad de fauna y flora, allí se producen materias primas para la 

alimentación y medicina entre otras industrias, hacen un aporte recreativo y educacional 

por su belleza escénica, regulan ciclos esenciales para la vida como el hidrológico y el 

del carbono, entre muchos otros más. Una de las más importantes contribuciones de los 

humedales y los cuerpos de agua es la disminución de la concentración de gases de 

invernadero debido a que los captan no solo a través de las hojas y raíces, sino también 

a través de los restos que se encuentran en el substrato (16).  

Los vallados están constituidos por una red intercomunicada entre sí, los cuales, además 

de evitar y disminuir inundaciones en territorios locales y habitados,  sirven de 

abastecimiento de agua para personas aledañas y organismos que pertenezcan a 

ecosistemas cercanos a humedales, sin embargo, por debido a este servicio, se ha 

usado indiscriminadamente en el riego de cultivos lo que ocasiona la escorrentía 

nitrógeno y fósforo que permiten la colonización y proliferación  de algas y de macrófitos, 

lo que conduce rápidamente a la contaminación del cuerpo de agua. En la actualidad, 

los vallados dentro de la urbanidad hacen parte de un sistema de drenaje de aguas lluvias 

y residuales de muchos municipios cundiboyacenses, con funciones determinadas en la 

recolección y distribución del recurso hídrico. Dentro de sus principales funciones se 

destaca la regulación hídrica en especial en época lluviosa que beneficia no solo a la 
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biodiversidad que habita en el ecosistema, sino además a los habitantes aledaños a 

estos cuerpos de agua, al tiempo que estas zonas acuáticas permiten el ciclado de 

nutrientes en medio líquido al tiempo que funcionan como reservorio de nutrientes para 

muchas especies (17). 

2.1.2 Contaminación de aguas 

La contaminación del recurso hídrico en la actualidad es una situación general que afecta 

de manera global toda la población humana y todas las demás especies que dependen 

de este recurso. El significado de contaminación se entiende como cualquier cambio que 

a nivel químico, físico o biológico en la calidad del agua tendrá un efecto perjudicial para 

los que la consuman. Según la Organización Mundial de la Salud, la contaminación del 

agua dulce se define en su composición química, puesto que cuando esta haya sido 

modificada y su uso de estado natural no cumpla lo mínimo para el uso del humano y 

especies en general (18). 

La principal causa son los desechos industriales, con una alta producción de 

contaminantes que tiene como destino final los cuerpos de agua. Entre estos se destacan 

el mercurio, el plomo, el amianto y los nitritos y fosfatos. Algunos tipos de contaminación 

pueden aumentar la concentración de dichas sustancias en los ecosistemas; como la 

contaminación por nutrientes, contaminación química, contaminación por materia 

suspendida, contaminación microbiológica y derrame de hidrocarburos (18). En general, 

son diversas las causas y consecuencias que afectan a los cuerpos de agua, de la cual 

siempre se deriva la pérdida de este recurso y por ende la función ecosistémica que 

cumpla en la zona donde se ubique.  

2.1.3 Eutrofización  

El nitrógeno y el fósforo son elementos muy importantes para el crecimiento y presencia 

de organismos, sin embargo, la concentración varía entre sistemas acuáticos 

oligotróficos (𝝻gL-1) hasta varios miligramos por litro en medios eutrofizados. La 

contaminación orgánica industrial y agrícola constituye un gran fenómeno contaminante 
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en todas las fuentes hídricas siendo la principal fuente de nitrógeno y fósforo, fuente 

responsable de los fenómenos de la eutrofización (3).  

En un medio acuático natural no eutrofizado se espera que las concentraciones de 

nitrógeno en forma de Nitratos NO3-  y no en su forma oxidada NO2-. Cuando estas dos 

formas aumentan en el medio acuático son indicadores de una alta contaminación 

orgánica. Todas estas formas del nitrógeno provienen entonces de residuos domésticos, 

industrias y fertilizantes y abonos en la agricultura (19). 

El nitrógeno en sus distintas formas en un medio acuático puede presentarse 

principalmente en forma reducida NH3, NH4+ y en forma oxidada como NO2- y finalmente 

en NO3- que es la forma molecular más común y estable. En los procesos de óxido 

reducción de estas formas moleculares del nitrógeno están involucrados procesos 

biológicos por microorganismos que según su uso o desecho producto de su 

metabolismo. Cuando la forma nitrogenada NH4+ o amoniaco libre, que aumenta en un 

ecosistema acuático debido a la reducción de materia orgánica o inorgánica en el medio 

por parte de los microrganismos, está presente en grandes concentraciones en el agua, 

se considera un problema de contaminación; por otro lado, el ion nitrito NO2- puede 

aumentar por la oxidación de NH3 o también puede generarse como reducción 

metabólica de los microorganismos presentes. En general, las altas concentraciones de 

estas moléculas en un ecosistema acuático, puede llegar a indicar y clasificarse como 

un lugar contaminado por su toxicidad e inestabilidad molecular de las formas 

nitrogenadas (20).  

Un ecosistema eutrofizado puede clasificarse teniendo en cuenta factores fisicoquímicos 

o biológicos (21), estas variables pueden ser la cantidad de microalgas encontradas en 

el ecosistema acuático, la temperatura, la concentración de oxígeno, la conductividad 

eléctrica y las concentraciones de Amonio, nitratos junto con los ortofosfatos y fósforo 

total (1). A continuación, la Tabla 1 muestra la clasificación según el estado eutrofizado 

de distintos puntos de ecosistemas acuáticos Andinos teniendo en cuenta la 

concentración de compuestos nitrogenados.  
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Tabla 1. Media de valores encontrados en lagos andinos según la concentración de nitrógeno 

presente.  

Estado trófico Oligomesotrófico Mesotrófico Mesotrófico Eutrófico 

NO3-: nitratos (mg/L) 1,800 1,990 1,930 2,715 

NTK: nitrógeno total 

Kjeldahl (mg/L) 
3,870 2,340 2,580 2,50 

NH3+: nitrógeno 

Amoniacal (mg/L) 
0,259 0,312 0,726 1,176 

NO2-: nitritos (mg/L) 0,023 0,030 0,118 0,250 

La tabla muestra los valores encontrados en el estudio de distintos lagos de Colombia para con 

base a las concentraciones de ciertas moléculas, clasificarlos según el estado trófico del 

ecosistema. Tomado y adaptado (1). 

 

Para la entidad que regula el manejo y el uso del recurso hídrico (EMAR) con el decreto 

1594 del 1984, se establecen criterios para el uso del agua y residuos líquidos en donde 

existen mínimos admisibles para la calidad de este recurso en pro de la conservación de 

la biodiversidad considerando las concentraciones expresadas en mg/L de amoniaco con 

un valor no mayor a 1,0 y nitratos que no superen las concentraciones de 10,0 mg/L (22). 

2.1.4 Ciclo del nitrógeno y asimilación del NO2
- NO3

- y NH4
+
 

El nitrógeno como molécula y como elemento tiene una importancia vital en las dinámicas 

acuáticas, pues es el componente fundamental de proteínas y que hacen parte de la 

base estructural y funcional de los seres vivos. La estructura química del nitrógeno tiene 

varios estados de valencia y esto lo convierte en una molécula compleja además de que 

puede estar transformado en sus distintas formas por diversos microorganismos en los 

ecosistemas (3). Las distintas reacciones de la diversidad de formas del nitrógeno (ver 

figura 1)  que suceden en el ciclo biogeoquímico de dicho elemento, están determinadas 

por una variedad de microorganismos eucariotas y procariotas, en donde se destacan a 

las bacterias (23).  

El nitrógeno atmosférico es uno de los más abundantes en la atmósfera terrestre, que 

pueden ser transformados a través de la fijación biológica o industrial, en NH4+ por medio 

de bacterias fijadoras o cianobacterias presentes en agua o suelo (24). Dentro del 

proceso de reducción del nitrato pueden estar relacionados tres procesos metabólicos 
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distintos llevados a cabo por microalgas. Estos procesos de asimilación de Nitrógeno 

inorgánico son necesarios para los microorganismos en la síntesis de moléculas 

orgánicas, por lo cual su regulación dentro de la célula para asegurar dicho proceso 

dependerá a varios factores externos e internos por lo cual puede llegar a ser un proceso 

complejo (25). El proceso de fijación del nitrógeno por parte de los microrganismos 

fotosintéticos puede comenzar con la asimilación de NO3- que se regula por medio de 

transporte hacia el interior de la microalga, donde la enzima citoplasmática Nitrato 

Reductasa (NR) transforma el NO3- a NO2- para que posteriormente se dirija al 

cloroplasto y allí la nitrito reductasa (NiR) lo trasformará en NH4+ y este finalmente se 

incorporará en aminoácidos por acción de la transferasa (23,25).  

Figura 1. Ciclo del nitrógeno, procesos y enzimas involucradas. 

Representación del ciclo del nitrógeno y su transformación metabólica  

 

El ciclo del nitrógeno se caracteriza por la presencia de varios microorganismos de distintas 

clases en donde cada uno de ellos poseen metabolismo específico que aporta a la 

transformación del nitrógeno en sus distintas formas moleculares. Tomado y modificado de (26). 

Los microorganismos eucariotas autótrofos y algunas bacterias que se encuentran en 

suelos y cuerpos de agua tienen características metabólicamente favorables para que 

incorporen dentro de su biomasa el nitrógeno o el fosfato según sea el caso. Estas 

características radican en la presencia de enzimas especializadas y de transportadores 

que permiten el ingreso de dichas sustancias a la célula, para posterior transformación 
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en moléculas orgánicas sintetizadas. En los microorganismos capaces de llevar a cabo 

el proceso de asimilación se ha observado que puede llegar a verse afectado de forma 

inhibitoria su metabolismo en la presencia de NH4+. Esto es evidencia que, en presencia 

de amonio y nitrato al tiempo, solo será consumido el primero para después usar el 

nitrato, pues el amonio también inhibe la traducción de las reductasas (26). 

2.1.5 Chlamydomonas sp 

Esta alga unicelular es comúnmente encontrada en hábitats con temperatura templada, 

se caracteriza por tener unos de los géneros más grandes, pero más polifiléticos de 

microalgas verdes unicelulares de agua dulce (ver tabla 2), es unicelular y tiene una 

pared celular semi esférica alrededor del citoplasma y poseen un núcleo en el centro. 

Dentro de su estructura están presentes dos flagelos compuestos por 9 a 2 microtúbulos, 

también en los flagelos mamíferos, se extienden por un lado y le ayudan al movimiento, 

adicionalmente tienen una mancha ocular que conduce a canales iónicos que reaccionan 

a los cambios de luz, lo que permite que la célula siempre se acerque más a la luz 

(fototaxis positiva). Cerca de los flagelos hay dos vacuolas que se utilizan para mover el 

agua hacia adentro y hacia afuera de la célula. Los pirenoides están presentes en todas 

las especies de Chlamydomonas (27). 

El almacenamiento de almidón aparece en el cloroplasto, cuando las condiciones 

externas no son favorables. El pirenoide, (ver figura 2) igualmente, tiene altos niveles 

tienen la ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa oxigenasa (RuBisCO) para la fijación 

constante de CO2. Cuando existe estrés por nitrógeno, esta alga tiene la capacidad de 

acumular lípidos en el citoplasma y el cloroplasto (27). Una de las enzimas principales 

en la asimilación del nitrógeno, presente en el cloroplasto del alga, la nitrato reductasa, 

tiene como función catalizar la reducción de NO3- a NO2-  principal metabolismo para 

integrar el nitrógeno en vías orgánicas como aminoácidos (26). 
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Figura 2. Morfología y estructura microscópica de Chlamydomonas sp. 

A.                                                    B.  

 

Fuente: Foto A. tomada Harris (28). Foto B. tomada por la autora, 2022 

Foto a la izquierda, principales organelos de la estructura y morfología de Chlamydomonas sp. 

donde se destaca los organelos: F: Flagello. Un-N: Nucleoide y Núcleo. C: cloroplasto. S: 

gránulos de almidón. V: vacuola. G: parato de golgy. E: mancha ocular.M: mitocondria. Foto B a 

la derecha, morfología bajo el microscopio en 40X. 

 
El género Chlamydomonas se caracteriza por tener una morfología y distribución de 

organelos específica, como un cloroplasto en forma de copa, varios o un único pirenoide 

de forma lateral o unido por puentes al cloroplasto (29). Las microalgas de este género 

normalmente se encuentran libres nadando en medio líquido, sin embargo, también se 

pueden encontrar en superficies de suelo sin flagelos (30). Una parte distintiva de este 

género es la estructura de su pared celular, que varía dentro de las especies según su 

grosor, la mayoría secreta una sustancia protectora mucilaginosa de polisacáridos y se 

puede observar bajo el microscopio la presencia de un tipo de mancha ocular usualmente 

de color naranja o rojo junto con una o dos vacuolas contráctiles que le permiten regular 

osmóticamente su medio. La mayoría de las especies del género Chlamydomonas han 

sido aisladas de aguas dulces de lagos y ríos, nieve, jardines, suelos de cultivo, desiertos 

incluso en polvo residuo de erupción volcánica (28). 
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Tabla 2. Detalle de la clasificación taxonómica de las microalgas Chlamydomonas sp. 

Taxón Clasificación 

Dominio Eukaryota 

Reino Plantae 

División Chlorophyta 

Clase Chlorophyceae 

Orden: Chlamydomonadales 

Familia: Chlamydomonadaceae 

Género: Chlamydomonas sp. 

 

La clasificación taxonómica de Chlamydomonas sp.  se relaciona con su estrecha cercanía 

evolutiva con las plantas multicelulares en tanto su estructura celular y metabolismo fotosintético 

(31,32). 

2.1.6 Producción a gran escala-microalgas en fotobiorreactor 

Para el crecimiento fotosintético de las microalgas a escala es necesario mantener 

condiciones estándar requeridas por estos microorganismos, como lo son la fuente de 

CO2 disuelto o fuentes orgánicas de carbono como Acetato de Sodio y glicerol, nutrientes 

y minerales en el medio tales como NO3-, NO2-,, PO43- y micronutrientes como Mg+2, Ca+2, 

Cu+2,Fe+2, entre otros: iluminación con un espectro apropiado que oscila entre 400 y 700 

nm, y condiciones favorables entre las que están el pH, temperatura y Oxígeno disuelto  

(33). 

En este sentido, los fotobiorreactores (ver figura 2) juegan un papel fundamental en el 

proceso de crecimiento bajo condiciones controladas. El fotobiorreactor (FBR) está 

diseñado para convertir la energía solar proporcionada en el sistema para obtener 

productos y procesos controlados. Los sistemas cerrados disminuyen los riesgos de 

contaminación que puede provocar un sistema abierto con contacto directo con el 

exterior, adicionalmente permite un mejor control y posibilidad de monitoreo constante 

en los factores de crecimiento (33). 

Para que un FBR sea eficiente, es necesario considerar la indecencia y distribución de 

la luz en el sistema, además de la mezcla en el cultivo, junto con el control del pH y la 

disponibilidad de nutrientes para que el crecimiento y obtención de productos sea 

efectivo. En el caso del factor luz, en los fotobiorreactores, no está uniformemente 
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distribuido debido a la absorción y dispersión del cultivo. Se ha documentado que la 

intensidad de la luz disminuye casi exponencialmente debido a la distancia desde el lado 

irradiado del FBR (34). 

Este fenómeno hace que en FBR existan tres zonas específicas de distribución de la luz 

y por ende afección en el tipo de metabolismo. Estas zonas son 1) la zona de iluminación 

intensa, con efecto de inhibición en el crecimiento, 2) zona de iluminación débil, donde 

se usa mayormente la luz por parte de los microorganismos y que es zona clave en el 

metabolismo de estos, y la 3) la zona oscura, en la cual la zona de crecimiento celular 

se vuelve negativa ocasionado por la disponibilidad y límite de la luz (34). De la misma 

manera, los otros factores indispensables en la obtención celular de microalgas en un 

FBR, son el pH, la distribución de los nutrientes y la temperatura del medio para que de 

esta manera se evite la sedimentación de las células. Adicionalmente esta acción dentro 

del FBR permitirá que las células se distribuyan constantemente lo que hace que la luz 

tenga la misma incidencia en todo el cultivo. Hay que considerar que una velocidad 

excesiva en el flujo turbulento podría ocasionar daño celular y por ende llevar el cultivo 

a un colapso general (33,34). 

Debido a que para el crecimiento de microalgas es necesario la fuente de CO2 en su 

metabolismo autotrófico, esto podría llegar a ser causal de modificación del pH dentro 

del medio de cultivo, puesto que las microalgas tienen un rango de pH para su 

crecimiento óptimo entre 8,2 a 8,7, otras podrían tolerar entre 7 y 9. En este sentido, es 

indispensable dentro del cultivo en el FBR, mantener el pH en un valor favorable, debido 

a  que  la solubilidad del CO2 en agua es baja: 1650 ppm a 25 ° C en agua pura, lo que 

plantea que la adición de CO2 amortigua el cultivo contra la variación del pH como 

resultado del equilibrio CO2+ H2O  H2CO3 HCO3- + H+
CO32-, por ende, casi todo el 

carbono está en forma de bicarbonato cuando el pH es igual a 8,3. En ese punto, la 

concentración de bicarbonato disminuye y se vuelve igual a la de la forma de ion 

carbonato (CO32-) cuando el pH alcanza aproximadamente 10,4. La mayor parte del 

carbono inorgánico está en forma de carbonato cuando el pH es superior a 12, por lo 

tanto, la disponibilidad de CO2 se vuelve problemática para el crecimiento de microalgas 

a niveles altos de pH. En tal escenario, el pH debe controlarse durante el cultivo para 
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intensificar la absorción de CO2 por parte de las microalgas, por tal razón, los 

bicarbonatos de sodio se emplean ampliamente para controlar el pH del cultivo y evitar 

que suba demasiado rápido (34).  

Figura 3. Diagrama de FBR con microcápsulas con microalgas (a) y microalgas libres (b).  

Esquema general de un fotobiorreactor 

 

Fotobiorreactores que contienen microalgas inmovilizadas y microalgas libres en condiciones 

controladas en el laboratorio para realizar pruebas de bioabsorción de contaminantes u obtención de 

biomasa. Tomado y modificado de (35). 

2.1.7 Métodos para la microencapsulación 

La inmovilización de las microalgas ha sido una tecnología aplicada a diversas 

soluciones biotecnológicas enfocadas en la limpieza de contaminantes o estudios 

ecotoxicológicos, en la gestión de cultivos de reserva de microorganismos. En 

comparación al cultivo y uso de células libres, la inmovilización puede aumentar o 

disminuir el rendimiento del cultivo celular. Sin embargo, esta tecnología posibilita la 

supervivencia celular en el almacenamiento a largo plazo pues provee una protección 

cuando se cultivan en concentraciones de agua residuales contaminadas (36). 

Las técnicas de inmovilización celular pueden dividirse en cuatro tipos de acuerdo al 

mecanismo físico usado, 1) Fijación o adsorción en superficies sólidas de portadores, 2) 
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encapsulamiento dentro de una matriz porosa, 3) Autoagregación por floculación natural 

o inducidos artificialmente y 4) contención celular detrás de barreras. En general, todas 

estas formas de inmovilización se basan en un material traslucido para poder dejar el 

paso de luz, de la cual se destaca el alginato, geles de agar, poliuretano o espumas de 

polivinilo. De manera general los materiales para la inmovilización no tienen ningún 

efecto tóxico o adverso sobre las células su crecimiento y fisiología. En este sentido, el 

alginato es la sustancia más común para la inmovilización de microalgas, debido a su 

rápida preparación y su polimerización en frío. Hay que considerar que las esferas de 

alginato pueden ser descompuestas si en el medio externo existe fosfato, puesto que 

para su polimerización se requiere del catión Ca+. Pese a esto, el alginato en su 

concentración más baja no afecta al crecimiento de las microalgas porque la difusión de 

estas microcápsulas no se limita, lo cual plantea que su metabolismo autotrófico será 

efectivo (36). 

En comparación con las microalgas libres en un tratamiento de aguas residuales, se ha 

reportado que las microalgas inmovilizadas proveen distintas ventajas, como aumentar 

el periodo activo del alga sin afectar sus procesos metabólicos por mucho más tiempo; 

de igual manera, la inmovilización de microalgas permite separar las microalgas del 

medio que se está trabajando (37). Sin embargo, existen exigencias al momento de 

trabajas con células inmovilizadas, como el control de pH adecuado en el medio, la 

densidad de alginato en las perlas, concentración celular dentro del núcleo de la perla 

para la penetración de la luz, entre otros (38). 

2.1.8 Biofiltración  

El constante vertimiento de diversos contaminantes hacia los cuerpos de agua, ha 

generado que se pierda su calidad, debido al exceso descontrolado en el aumento de 

diversas moléculas que hacen del agua un ecosistema contaminado (39). Sin embargo, 

con el uso de microorganismos tales como bacterias, microalgas, macroalgas y 

filtradores suspendidos, se puede llegar a reducir dichos contaminantes a través de la 

biofiltración, que consiste en seleccionar un microorganismo que por su metabolismo 

asimile estos contaminantes para transformarlos posteriormente en biomasa o en 

compuestos menos tóxicos para el ecosistema (40). Usar microorganismos que puedan 



17 

remover los contaminantes deseados, plantea una metodología de bajo costo y una 

ventaja frente a los subproductos que se puedan generar cuando el microorganismo usa 

las moléculas contaminantes, como el uso de microalgas para remover contaminación 

por compuestos nitrogenados,  puede llegar a generar productos de gran interés para la 

industria (39). Se ha reportado que la aplicación de las microalgas en el tratamiento de 

aguas residuales, removiendo contaminantes, incrementa la calidad después del 

tratamiento, haciendo este microorganismo útil para la recuperación de ecosistemas por 

el uso de sus procesos metabólicos, y como resultado poder obtener biodiesel (41).En 

este sentido, los biofiltros se caracterizan por mantener la actividad biológica del 

microorganismo usado mientras que la transformación de contaminantes disminuyen, 

logrando obtener, incluso, agua que puede llegar a ser potable después de haber sido 

agua contaminada (42). 
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3. Objetivos 

3.1 Objetivo general 

1-  Diseñar un biofiltro con capacidad de bioabsorción de compuestos nitrogenados 

utilizando microalgas libres y microencapsuladas provenientes de cuerpos de 

agua de vallados de Mosquera- Cundinamarca. 

 

3.2 Objetivos específicos 

1- Determinar la presencia de microalgas presentes en muestras colectadas de 

cuerpos de agua de vallados. 

2- Diseñar el biofiltro con las microalgas libres y microencapsuladas aisladas de 

cuerpos de agua en vallados. 

3- Determinar la capacidad del biofiltro diseñado con microalgas libres e 

inmovilizadas para bioabsorción de compuestos nitrogenados. 
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4. Diseño metodológico 

Tipo de investigación: El tipo de investigación de este trabajo es cuantitativo puesto que 

dentro del desarrollo de un problema específico trata de explicar y deducir un fenómeno 

por medio de datos numéricos que se obtienen a través de experimentación controlada. 

La investigación cuantitativa se define por la filosofía del positivismo, en donde se 

considera que hay una verdad o realidad, esencialmente, algo existe o no existe y su 

existencia se prueba mediante la recopilación de datos numéricos (cuantitativos) (43). 

Este tipo de investigación se plantea a través de preguntas que delimitan lo que el 

investigador desea estudiar desde una posición lógica recopilando datos cuantificables 

y analizando estos números, por medio de estadísticas, realiza la investigación de 

manera imparcial y objetiva. El investigador manipula variables y controla fenómenos 

naturales (44). Esta investigación tiene un alcance de tipo explicativo, puesto que a 

través de un enfoque cuantitativo se plantea una hipótesis que permita relacionar dos o 

más variables a través de la obtención de resultados de tipo estadístico, para comprender 

la razón de dichas relaciones (45). 

Este trabajo usa un diseño factorial aleatorizado de clase 2. Los factores considerados 

fueron microalga: (Chlamydomonas sp. según lo aislado en las muestras) y “tipo de 

cultivo” (libre o inmovilizado). Adicionalmente, para identificar la reducción de los 

contaminantes nitrogenados se usó el “Control” (solo aguas residuales), “perlas de 

alginato” (aguas residuales + discos de alginato sin microalgas) y ¨perlas de alginato con 

microalgas” (aguas residuales + discos de alginato con microalgas). Cada experimento 

tiene 5 réplicas. Se determinó el Demanda Química de Oxígeno, nitrógeno- amonio (NH3-

N) y nitrógeno total usando métodos analíticos estándar (46). 
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4.1 Fase 1 Caracterización de las microalgas presentes en muestras 

colectadas de cuerpos de agua de vallados. 

4.1.1 Caracterización físico- química de las aguas provenientes de vallados  

Para conocer el estado de las muestras provenientes de vallados, se tuvo en cuenta los 

siguientes parámetros fisicoquímicos: Demanda biológica de oxígeno con el sensor 

VELP Scientifica DBO, en el caso del DQO se usó método fotométrico 10 - 150 

mg/L Spectroquant® MERCK en donde el test utilizado determina las sustancias 

orgánicas e inorgánicas oxidables con dicromato de potasio. Para conocer el pH se usó 

el potenciómetro marca Hanna, la conductividad con el conductivímetro. Se realizó  

método de N-Mineral (N-NH4+ y N-NO3+) por destilación - titulación según Kjeldahl, para 

conocer el nitrógeno total. 

4.1.2 Caracterización de las microalgas nativas 

Las especies de microalgas provienen de los vallados del barrio Diamante del municipio 

de Mosquera- Cundinamarca. La toma de muestras se realizó usando frascos de vidrio 

previamente esterilizados, para posteriormente ser traspasados y etiquetados en tubos 

Falcon de 50 mL y conservar las muestras sin luz y a temperatura ambiente hasta que 

fueran usadas en el laboratorio (47), igualmente se midió el pH y la temperatura, y se 

incluye la georrefenciación del lugar de origen de la muestra. 

Para aislamiento e identificación de los cultivos puros de la microalga separados del 

crecimiento de otros microorganismos presentes en el cuerpo de agua de la muestra, se 

realizaron diluciones seriadas para luego sembrar en agar en Medio Basal Bold (BBM) 

por agotamiento, suplementado al 1% con aguas residuales de donde inicialmente se 

tomó la muestra. Las diluciones se mantuvieron bajo condiciones pH 6,8, Temperatura 

20°C, fotoperiodo 20 horas luz y 4 horas oscuridad, irradiancia de 75 Luxes agitación 

continua, aire filtrado, iluminación con lámparas fluorescentes blancas (Tlt 20w/54RS 

marca Philips). Se realizaron las  diluciones necesarias para obtener las cepas puras 

unialgal (48). 
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Tabla 3. Componentes Medio Basal de Bold (BBM) 

Macronutrientes Concentración 

NaNO3 10 g/400 mL 

MgSO4 · 7H2O 3 g/400 mL 

K2HPO4 3 g/400 mL 

KH2PO4 7 g/400 mL 

CaCl2 · 2H2O 1 g/400 mL 

NaCl 1 g/400 mL 

EDTA 50 g/l 

KOH 31 g/l 

FeSO4 · 7H2O 4.98 g/l 

Agua acidificada con 1 ml H2SO4  

H3BO3 11.42 g/l 

ZnSO4 · 7H2O 8.82 g/l 

MnCl2 · 4H2O 1.44 g/l 

MoO3 0.71 g/l 

CuSO4 · 5H2O 1.57 g/l 

Co(NO3)2 0.49 g/l 

Macro y micronutrientes para el crecimiento de las microalgas en medio de cultivo. y cultivo de 

las microalgas. 

La caracterización microscópica inicial y después del aislamiento, se contrasta con 

Freshwater Algae: Identification, enumeration and use as bioindicators: Second edition 

(31) para identificar los microrganismos que son usados en el biofiltro y en la 

caracterización general de la muestra de agua. 

 Identificación molecular 

Para la identificación molecular, las muestras fueron enviadas al instituto de 

secuenciación genómica de la Universidad de Antioquia y mediante PCR se obtuvieron 

fragmentos que se llevaron a reacción de secuenciamiento capilar en ambas cadenas. 

Se usó la región intergénica ribosomal ITS (oligonucleótidos) LR1850: 5’ 

CCTCACGGTACTTGTTC 3’ y Ns7mf: 5’ GGCAATAACAGGTCTGT 3’, los cuales 

amplifican un fragmento aproximado de 1248 pares de bases (pb). Para el caso del 
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marcador 18S se usaron los NS1_18S forward       5’ GTAGTCATATGCTTGTCTC3’ y          

NS6_18S reverse:                                            5’GCAATCACAGACCTGTTATTGCCTC 

3’, los cuales amplifican un fragmento aproximado de 1248 pb. Las secuencias obtenidas 

se compararon en la base de datos Genbank. 

 

4.1.3 Producción de biomasa de la microalga nativa en el biorreactor Biostat 

A plus 

 Preparación del inóculo 

Para preparar el inóculo se tomará una muestra de la solución stock de la cepa de 

referencia aislada e identificada molecularmente y se transferirá asépticamente a un 

Erlenmeyer de 500 mL que contiene 200 mL de medio BBM fresco y estéril bajo continua 

iluminación, aire filtrado, agitación continua a 20ºc por 4 días. Para todos los 

experimentos un cultivo de 4 días es usado como el inóculo (en la fase exponencial de 

crecimiento). Para establecer la cantidad de inóculo a utilizar se debe hacer un conteo 

celular y con esta información proceder a realizar los cálculos necesarios para saber el 

volumen a adicionar del inóculo al biorreactor Biostat A Plus de 5 litros. 

 Sistemas de cultivo 

Para el crecimiento de las microalgas se usó el Biorreactor Biostat A Plus de 5 litros. Se 

utilizaron 2 L de Medio Basal Bold (BBM). Se utilizó un inoculó de la microalga aislada 

200 mL de las microalgas con una concentración de 4 x 106 células/ mL aisladas. Se 

determinó la concentración celular mediante la cámara de neubauer para diferenciar la 

fase lag de la fase de crecimiento exponencial (49) . El biorreactor se mantuvo bajo una 

agitación de 100 rpm, una irradiancia de 75 Luxes con lámparas fluorescentes blancas 

(Tlt 20w/54RS marca Philips), fotoperiodo de 20 horas luz/4horas oscuridad, pH 6,8, 

temperatura de 20 ± 2°C y aire filtrado 1,7 L/min, por 26 días. 
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4.1.4 Generación de las curvas de crecimiento 

Se construyeron curvas de crecimiento a partir de la toma de al menos tres muestras 

cada 6 días para la determinación del número de células por microscopia usando cámara 

de neubauer, microscopio Olympus CH30 y App Hematocymeter. 

4.1.5 Determinación de los parámetros cinéticos de crecimiento 

Mediante el ajuste de modelos adecuados y por el método de regresión y estimación 

curvilínea con el software estadístico IBM SPSS statistics 29.0.0.0, se determinó los 

parámetros cinéticos de crecimiento del alga aislada previamente.  

4.1.6 Determinación de los cambios morfológicos celulares 

El cambio de morfología durante las diferentes fases de crecimiento de la microalga se 

documentó por microfotografía por medio del microscopio Olympus CH30. 

4.1.7 Determinación de clorofila  

Se realizó el procedimiento según APHA (46) para medir la clorofila presente por método 

espectrofotométrico, en donde se centrifugó 1 mL de muestra con microalgas a 9,000 

rpm, se obtuvo el precipitado ( pellet) y se agregó mL de metanol al 90%. La muestra con 

metanol se dejó calentar 10 min en baño serológico a una temperatura de 60°C, para 

después ser centrifugado de nuevo a las mismas revoluciones iniciales. Para la 

generación de la curva de calibración en el espectrofotómetro (expresada en µg/ mL) se 

usó patrones establecidos de referencia para la clorofila a una longitud de onda de 667nm 

en el equipo Thermo Scientific genesys 10S UV-Vis. Cada tratamiento se realizó por 

triplicado. 
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4.2 Fase 2. Diseño del biofiltro con las microalgas libres y 

microencapsuladas aisladas de cuerpos de agua en 

vallados. 

4.2.1 Microencapsulación de microalgas 

Con biomasa obtenida del crecimiento masivo (48), utilizando el Biorreactor Biosat A Plus 

de 5 Litros bajos las condiciones previamente descritas, se suspendieron las células 

lavadas en 15 mL de la misma solución estéril de NaCl y se añadió a 60 mL de alginato 

de sodio previamente esterilizado. Los microorganismos y la solución de alginato se 

mezclaron a los distintos rpm ( 100- 150 -200) hasta obtener homogeneidad (49). Luego 

de obtener la mezcla, esta se dejó pasar por un tubo de 4 mm de diámetro, dejando caer 

las alícuotas a una mezcla de Cloruro de Calcio. Las microcápsulas se dejaron en caja 

de Petri estériles para su gelificación durante dos horas, y finalmente se lavaron con agua 

estéril para eliminar cualquier residuo de las esferas obtenidas (48). Estas dos sustancias 

permiten mantener un núcleo estable protegido del medio externo sin necesidad de 

modificar las características metabólicas  de los microorganismos encapsulados, junto 

con el cloruro de calcio le provee estabilidad al alginato y rigidez para mantener las 

esferas (50). 

4.2.2 Preparación del macrocápsulas 

Para determinar la concentración ideal de alginato de sodio y la concentración de cloruro 

de calcio junto con la agitación en rpm, se realizó un diseño factorial con tres factores y 

tres niveles (Tabla 4). Las variables fueron el diámetro promedio de las macrocápsulas, 

la frecuencia de tamaño y el rendimiento de cada proceso. Se realizaron 27 tratamientos, 

cada uno de los cuales se elaboró por triplicado.    
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Tabla 4. Factores y niveles de las concentraciones de la microencapsulación 

 

 

 

 

 

 

La influencia de cada uno de los factores se estableció con el software SAS Statgraphics 

8.1, donde a través de un análisis de superficies de respuesta y diagramas de Paretto, 

se generó un modelo matemático de predicción para determinar las condiciones óptimas 

de agitación en rpm, concentración de alginato de sodio y cloruro de calcio para continuar 

con la microencapsulación de la microalga. 

4.2.3 Caracterización de las macrocápsulas 

 

 Tamaño y morfología  

La forma, el tamaño y la frecuencia de tamaño de las macrocápsulas se estudiaron por 

observación en un microscopio de luz marca NIKON ECLIPSE 300. El diámetro de 150 

macrocápsulas en tres muestras de cada tratamiento se determinó con una plantilla de 

medición milimétrica.  

 Rendimiento 

Para estimar el rendimiento del proceso, se pesó el material recuperado en cada lote 

(réplica) de cada tratamiento y con este resultado y los pesos de los materiales utilizados 

se aplicó la siguiente fórmula: 

 

 

 

Factores 
Niveles 

-1 0 1 

Concentración de alginato de sodio (%) 0,8 1 1,5 

Concentración de Cloruro de calcio  (%)  2 3 4 

Velocidad de agitación (rpm) 100 150 200 
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                        Rendimiento (%) =   W producto x 100 

                                            (W polímero + W núcleo) 

Donde:    

W producto es el peso de las microcápsulas obtenidas en un lote de producción 

W polímero es el peso del polímero utilizado en un lote de producción                                       

W núcleo es el peso del núcleo / microalgas) utilizado en un lote de producción. 

4.2.4 Diseño del biofiltro 

El diseño del biofiltro para la bioabsorción de N total, se realizó con la microalga 

microencapsuladas y con células libres de la microalga. Se prepararon macrocápsulas 

bajo las condiciones óptimas previamente definidas utilizando alginato de sodio con una 

concentración de 1,2 %, cloruro de calcio con una concentración de 2,5 % y una agitación 

de 140 rpm. 300 macrocápsulas se organizaron y distribuyeron en una malla plástica, 

formando el biofiltro.  

4.3 Fase 3. Determinación de la capacidad del biofiltro diseñado 

con microalgas libres e inmovilizadas para bioabsorción de 

compuestos nitrogenados 

Para conocer el efecto de las microalgas inmovilizadas y libres en la remoción de N total, 

se realizaron los siguientes tratamientos y controles sellados para garantizar esterilidad 

(51): 

A: Biorreactor con 500 mL de agua de vallado previamente esterilizada y filtrada con 300 

macrocápsulas de alginato con la microalga Chlamydomonas sp inmovilizada. 

B: Biorreactor con 500 mL de agua de vallado previamente esterilizadas y filtrada con 

30% de células libres de Chlamydomonas sp en una concentración de 8,442 x 106 

células/ mL. 
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Para comparar el efecto de la inmovilización en alginato y microalgas libres en la 

remoción de compuestos nitrogenados en agua de vallado de diseñaron los siguientes 

controles: 

C:  Biorreactor con 500 mL de agua de vallado previamente esterilizadas y filtrada con 

300 macrocápsulas de alginato sin microalga inmovilizada. 

D: Biorreactor con 500 mL de agua de vallado previamente esterilizadas y filtrada. Cada 

tratamiento se realizó por triplicado en forma aleatoria bajo las siguientes condiciones: 

pH 6,8, ciclo luz/oscuridad 20h:4h, temperatura 20 °C, agitación continua de 100 rpm, 

iluminación con lámparas fluorescentes blancas (Tlt 20w/54RS marca Philips), 

irradiancia 75 luxes. Se tomó muestra después de 18 días (52) de los distintos 

tratamientos y se realizó el análisis fisicoquímico total.   

4.3.1 Porcentaje de bioabsorción de N-NH4
+ y N-NO3

+ 

Para determinar el N total después de cada tratamiento se realizó el método de N-Mineral 

(N-NH4+ y N-NO3+) por destilación - titulación según Kjeldahl (46), igual que el usado para 

caracterizar inicialmente el N total del vallado. Para conocer el porcentaje de 

bioabsorción de cada uno de los tratamientos se utilizó la siguiente fórmula: 

 

𝑅% = (
𝐶𝑜 − 𝐶𝑓

𝐶𝑜
) ∗ 100 

En donde Co es la concentración inicial de los compuestos nitrogenados y la Cf la 

concentración final después de los tratamientos. 

4.3.2 Diseño experimental y análisis estadístico 

Cada experimento se repitió tres veces con al menos tres replicas. Todas las 

observaciones y cálculos se hicieron separadamente para cada set de experimentos y 

se expresarán en promedio de 6SD. La significancia (P<0.05) de las variables estudiadas 

se midió por un análisis de varianza (ANOVA) y test de Tukey con el software estadístico 

IBM SPSS statistics 29.0.0.0. 
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5. Resultados y análisis 

5.1   Caracterización fisicoquímica de las muestras del vallado 

Las muestras colectadas se tomaron del vallado ubicado en las coordenadas 4°41'47.7"N 

74°11'44.0"W con dirección carrera 2 este # 5- 03 en Mosquera, Cundinamarca. 

Figura 4. Fotos del lugar de muestreo. A la izquierda ubicación exacta y coordenadas del lugar 

del muestreo. 

Ubicación y lugar exacto de la colecta de las muestras 

 

Área seleccionada para la toma de muestras de vallados rodeados de cultivos de tubérculos y 

vías de alto impacto vehicular. Fuente: tomada por la autora, 2022 

Las características fisicoquímicas encontradas del vallado encontradas fueron un pH de 

7, de igual manera la conductividad fue de 0.34 dS/m. La temperatura tomada in situ tuvo 

un valor promedio de 20,66 °C con una desviación de +/- 0,11 y un coeficiente de 

variación de 0,055. Para el contenido de nitrógeno obtenido se tiene un 2,5 mg/l de NH₄⁺ 

Amonio y una concentración de NO3- de 2,2 mg/l Ver Tabla 5 y anexo 

 

 

 

 

 



29 

Tabla 5. Parámetros fisicoquímicos de muestras de vallados 

Resultados del estudio fisicoquímico de la muestra de vallado. 

 

Parámetro pH 
Conductividad 

dS/m 

N-NH₄⁺ 

Amonio 

( mg/L) 

NO3
- 

Nitrato    

( mg/L) 

DQO 
(mg/LO2) 

Muestra 7,00 0,34 2,5 2,2 93,27 

Decreto 1594 de 1994 y la 

resolución 631 de 2015 (22) 

6,00 a 

9,00 
 0,04 9,5 1 

 Fuente: elaboración autores, 2022 

De acuerdo a los valores obtenidos en los análisis fisicoquímicos de la muestra de 

vallado, se encuentra que de acuerdo a los valores de NH₄⁺ establecidos por el decreto 

1594 (22) superan los límites establecidos dentro del uso del recurso hídrico para la 

biodiversidad, sin embargo, las concentraciones de NO3- se encuentran dentro de los 

parámetros. Las concentraciones de NH₄⁺ se relacionan con una alta descomposición 

por parte de los microorganismos, de materia orgánica, o por altas concentraciones de 

proteína y materia en descomposición (53). Según las concentraciones de NO3- y NH₄⁺ 

de la muestra, el grado de eutrofización del vallado se encuentra en nivel 6 (eutrófico) 

comparado con el estudio de clasificación de embalses, donde el lago en este mismo 

estado está afectado por vertimientos constantes domésticos y desechos 

agroindustriales que lo hacen tener una mala calidad de agua (1). Esto se compara con 

el estado del vallado de estudio, en donde sus alrededores, se caracterizan por las 

mismas actividades antrópicas que generan que el cuerpo de agua emane olores 

desagradables, aumento de microorganismos descomponedores y aumento de 

macrófitas en el lugar (54).  

DQO mg/l Absorbancia 
( 600 nm) 

70 0 

384 3,843 

215 2,43 

     Muestra Vallado 0,514 
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5.2 Caracterización y crecimiento de la cepa aislada del vallado  

El aislamiento y crecimiento realizado permitió obtener la cepa unialgal de 

Chlamydomonas sp., utilizando las condiciones medio de cultivo BBM, agar para 

microalgas pH 6,8, temperatura 20±2°C, iluminación con lámparas fluorescentes blancas 

(Tlt 20w/54RS marca Philips), irradiancia 75 luxes por 15 días y fotoperiodo 20h luz/ 4h 

oscuridad. Se observaron los estadios del ciclo de vida característicos de esta microalga 

Ver figura 5. presentando distintos estados que dependen de reproducción sexual o 

reproducción asexual, o estado diploide o haploide. Su forma más común dentro de los 

cultivos se observa con doble flagelo (zoosporas) entre tamaños que van desde 6,5 μm, 

y 10 μm (31,32).  

Figura 5. Fotografía ciclo de vida de Chlamydomonas sp en aumento 100X 

Microfotografías de Chlamydomonas sp aislada del vallado 

 

A.                                                              B. 

   

                C.                                           D.                          E. 

A y B Chlamydomonas sp estado zigoto 2n con un tamaño de 6,5 μm. D. Chlamydomonas sp 

Zoosporas con flagelo.E. Zoosporas en envoltura. 
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Con la microalga aislada se realizó un inóculo inicial (ver figura 6) utilizando medio de 

cultivo líquido BBM, pH 6.8, con agitación 100 rpm, iluminación con lámparas 

fluorescentes blancas (Tlt 20w/54RS marca Philips), irradiancia 75 Luxes, pH 6,8, 

temperatura de 20±2°C y fotoperiodo 20 h. Luz: 4 h. oscuridad, presentando un 

crecimiento de 2,53 X 107 células/ mL. 

Figura 6. Inóculo con Chlamydomonas sp. 

Medio de cultivo líquido para crecimiento en el laboratorio del alga aislada 

 

Fuente: tomada por la autora, 2022 

El inóculo preparado se usó para realizar las pruebas de microencapsulación con las 

distintas pruebas y la generación de biomasa para el biofiltro.  

5.2.1 Identificación molecular  

A partir de este inóculo se realizaron pruebas de identificación molecular del alga con 

ITS y 18s. Dentro de la identificación molecular con el marcador ITS se obtiene una 

secuencia de 1248 pares (ver anexo 2) 

De acuerdo a la identificación molecular y las observaciones realizadas en el 

microscopio, se evidencia que según su clasificación taxonómica de acuerdo al análisis 

fillogenético basado en los marcadores NS1 y NS6 del 18S, el alga aislada (ALGVIV 18s) 

de los vallados de Mosquera – Cundinamarca pertenece al género Chlamydomonas sp, 
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para la cual de acuerdo al árbol filogenético, se tiene un máximo de emparejamiento con 

este género ( ver figura 7y 8).  

Figura 7. Resultados emparejamiento en BLAST. A. Secuencias relacionadas con el marcador ITS. B. 
Secuencias relacionadas con el marcador 18S. 

a. 

 

b.  

 

Las secuencias con los códigos de acceso KP726222.1 y KP726223.1 nombradas como 

“Chlorococcum sp. KLL-6015” puedan estar clasificadas a nivel de género erróneamente 

debido a los registros encontrados en el Genbank. No hay una metodología concreta 

para determinar que sea Chlorococcum sp específicamente. Se puede concluir que la 

microalga aislada, con un emparejamiento de 85%, corresponde a Chlamydomonas 

incerta,  de acuerdo al BLAST realizado ( ver imagen 7 y 8). Es importante resaltar que 

Chlamydomonas es un grupo altamente polifilético, para lo cual, fue necesario basar las 

análisis filogenéticos y de Maximum likelihood con el marcador 18S (55).  
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Figura 8. Análisis filogenético (Maximum likelihood) basado en el marcador molecular 18S 

Fuente: autora, 2023 
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De acuerdo a la bibliografía, esta alga aislada del vallado Chlamydomonas sp es capaz 

de asimilar varias fuentes de nitrógeno inorgánico para su crecimiento, encontrándose 

que una combinación de NO3- y NH4+ es la fuente de nitrógeno más adecuada para su 

reproducción lo que conlleva a  una mayor productividad de biomasa  debido a que sus 

tasas de crecimiento altas (30), toleran grandes concentraciones de nitrógeno con 

capacidad de asimilarlo a través de la síntesis del glutamato, que es el producto primario 

de la asimilación del nitrato, que luego servirá de ruta metabólica para la síntesis de otros 

compuestos necesarios dentro de la célula fotosintética (56,57).  

Este metabolismo de los compuestos nitrogenados incluye la movilización de NO3- hacia 

el citoplasma, en donde la acción de la enzima nitrato reductasa reduce el nitrato a NO2- 

para que esta forma molecular se movilice hacia el cloroplasto de la microalga, en este 

caso Chlamydomonas sp usa la nitrito reductasa encontrada en el organelo fotosintético 

que transformará el nitrito en NH4+, para así posteriormente ser parte de las moléculas 

orgánicas lo que conlleva mayor energía, mayor síntesis y por ende mayor crecimiento 

de la población (57). 

La Chlamydomonas sp. se ha utilizado como cepa nativa en forma libre e inmovilizada 

para remover nitratos y fosfatos de aguas residuales municipales provenientes de una 

planta de tratamiento de aguas residuales (PTAR) encontrándose que en forma libre 

reportó el máximo porcentaje de bioabsorción de NO3- (75.08 %) (48).  Se ha reportado 

que la Chlamydomonas reinhardtii remueve en un 70% NH4+ de lixiviados de vertederos  

a un pH 7,0 en 40 días  (58–60). 

5.2.2 Producción de biomasa del alga nativa en el biorreactor Biosat A 

Plus 

El cultivo de la microalga Chlamydomonas sp. en el biorreactor Biostat A Plus de 5 L, se 

observa en la figura 8 utilizado el medio BBM durante 26 días de cultivo, bajo las 

condiciones de pH 6,8, temperatura 20 ± 2°C, agitación 100 rpm, aire filtrado, velocidad 

1,7 L/min, lámparas fluorescentes blancas (Tlt 20w/54RS marca Philips), fotoperiodo de 

20 horas luz/4horas oscuridad llegando a una concentración celular de 8 x 106 células/ 

mL. 
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Figura 9. Crecimiento a gran escala de Chlamydomonas sp. en medio BBM en el biorreactor 

Biostat A Plus de 5 L 

Obtención de biomasa algal por medio del fotobiorreactor, de izquierda a derecha, primer día de 

inóculo hasta el día 26 de crecimiento.  

 

Día 0                                Día 15                                   Día 26 

Fuente: tomada por la autora, 2022 

Con los datos de crecimiento de la microalga por medio del análisis en el software SPSS 

de regresión y estimación curvilínea, se obtiene que el crecimiento del alga, la cual se 

ajusta al modelo logarítmico con un R2 de 0,962, (ver tabla 6 y anexo 3) tiene un intervalo 

de tiempo de 26 días. Como se muestra en la figura 10, la tasa de crecimiento de 

Chlamydomonas sp y la biomasa incrementó en la fase exponencial entre los días 5 y 12 

con un tiempo de duplicación de 3,92 días y una tasa de crecimiento específica máxima 

de (μmax ) de 0,077, esto se relaciona con los resultados obtenidos (57) en donde la 

productividad de la biomasa y la tasa de crecimiento aumentó entre los días 4 a 12.  

 

Tabla 6. Matriz de coeficientes del modelo logarítmico10 ajustado para el medio de cultivo BBM 

Medio de 

cultivo Nº Datos 

Dato 

Mínimo 

Dato 

Máximo 

Velocidad de 

crecimiento 

Coeficiente de 

determinación 

BBM 9 4 7,878 0,077 96,2% 

ANOVA (95%) detectó diferencias significativas entre tratamientos (F=75;p<0,001;gl1) 
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Figura 10. Gráfica crecimiento logarítmico de Chlamydomonas sp.  

Valores registrados en 26 días dentro del biorreactor 

 

Fuente: elaboración autora, 2022 

 

El crecimiento logarítmico de Chlamydomonas sp. (ver figura 9) se relaciona con lo 

obtenido en la cantidad de clorofila a registrada durante el crecimiento celular. Debido a 

que la tasa de crecimiento de los organismos fotosintéticos incrementa de acuerdo a la 

intensidad lumínica presente en el fotobiorreactor,  la capacidad de usar dicha fuente 

lumínica del alga es clave para la generación de energía, compuestos y duplicación 

celular evidenciando en la cantidad de clorofila ( ver anexo 4) presente en cada una de 

las muestras tomadas, donde se obtuvo un incremento de 3,03 ug/ mL a una cantidad 

de 7,30 ug/ mL al día 12 y 8,76 ug/ mL al día 18 como se muestra en la figura 11 (61).  

En este modelo logarítmico se encuentra que la cantidad de células desde la fase 

exponencial inicial y la fase de saturación celular está presente su duplicación celular 

(62).  

 

 

Crecimiento logarítmico de  Chlamydomonas 

sp 



37 

 

Figura 11. Concentración de clorofila en el crecimiento de Chlamydomonas sp. 

 

Fuente: elaboración autora, 2022 

5.3 Diseño del biofiltro 

5.3.1 Microencapsulación  

La selección de las condiciones óptimas para el proceso de microencapsulación con 

alginato de sodio se realizó utilizando el diseño factorial multinivel que se caracteriza por 

combinar distintos factores y distintos niveles, de la cual fue previamente descrito en la 

metodología, determinando el tamaño, rendimiento y frecuencia, según las 

concentraciones de alginato de sodio, cloruro de calcio y agitación en rpm. Los resultados 

de las variables de respuesta durante el proceso de microencapsulación se encuentran 

en el anexo 5. 

En todos los tratamientos se obtuvo la formación de partículas de tamaño y forma 

variable, con diámetros que oscilaron entre 4 y 6 mm (ver figura 12 y anexo 6). 
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Figura 12. Esferas de alginato con microalga aislada, medición de diámetro 

  

Fuente: tomada por la autora, 2022 

 Tamaño y morfología de las macrocápsulas. 

En la superficie de respuesta obtenida para la variable tamaño partícula (diámetro) como 

función de la concentración de alginato de sodio y agitación 150 rpm (Figura 8A), se 

observa que se maximiza la respuesta cuando la concentración de alginato de sodio 

aumenta y la agitación tiende a 100 rpm.  

En la superficie de respuesta obtenida para la variable tamaño partícula  como función 

de la concentración de cloruro de calcio  y la concentración de alginato de sodio (Figura 

13B),  se observa que la concentración de alginato de sodio que está entre 0 y 1,6 % 

tiene mucha más influencia en la función de diámetro que la concentración de cloruro de 

calcio  que está en el rango 2.0 a 4.0 %, lo cual sugiere que la concentración de alginato 

de sodio influye de forma marcada sobre el tamaño de partícula. Esto concuerda con lo 

reportado por Soo y colaboradores (63) en donde el tamaño y diámetro de las esferas 

cambia y se afecta cuando se aumenta la concentración del polímero, en este caso 

alginato de sodio, a mayor concentración de alginato, mayor diámetro y pérdida de 

estabilidad de la esfera. 

En la superficie de respuesta generada para la variable tamaño partícula como función 

de la concentración de cloruro de calcio y la agitación en rpm (Figura 13C), se puede 

observar que se tiene un tamaño adecuado 3,6mm cuando la agitación esta entre 120 y 

150 rpm y una concentración de cloruro de calcio entre 2,5 y 3,0%.  
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Figura 13. A B y C Superficie de respuesta de la variable de tamaño en función de concentración 

de alginato de sodio, cloruro de calcio y agitación en rpm, para la elaboración de macrocápsulas. 

 

A.                                                                        B.  

 

                                     C. 

 

Fuente: autora, 2022 

Análisis de superficie de respuesta teniendo en cuenta el rendimiento fijado por el programa 

Statgraphics 8.1 con valores de concentración de cloruro de 3%, RPM de 150 y concentración 

de alginato de 1,1%. 
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 Rendimiento 

El rendimiento en general para los veintisiete tratamientos osciló entre 74,93 % y 

127,94% (ver anexo 7) 

La figura 14A muestra el análisis de superficie del rendimiento de las macrocápsulas 

como función de la concentración de alginato de sodio y agitación 150 rpm, donde se 

observa que la mejor respuesta correspondiente al 100% de rendimiento se obtuvo 

cuando la concentración de alginato de sodio se encuentra entre 1,3 y 1,4% y la agitación 

se encuentra entre 134 y 135 rpm, punto donde se destacó el tratamiento que presentó 

el mayor rendimiento con un valor de 101,1%. 

En la superficie de respuesta obtenida para el rendimiento como función de la 

concentración de cloruro de calcio y la concentración de alginato de sodio (ver figura 

14B), observándose que cuando la concentración de alginato de sodio tiende a 1,2% y 

la concentración de cloruro de calcio entre 2,5% y 3,0% se obtiene un rendimiento del 

100%. 

En la figura 14C, se presenta el rendimiento en función de la concentración del cloruro 

de calcio y la agitación en rpm, se observa la máxima respuesta cuando la concentración 

de cloruro de calcio es de 2,5% y la agitación se encuentra entre 125 y 150 rpm. 

El valor que más influyó en el rendimiento fue el de la agitación en rpm, similar a lo 

reportado por Geisse y colaboradores (64) en donde se ha informado que  las partículas 

más pequeñas conducen a un mayor rendimiento o productividad del proceso porque la 

difusión disminuye a medida que aumenta el tamaño de la esfera. 
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Figura 14. A, B y C Superficie de respuesta de la variable rendimiento en función de agitación 

(rpm), concentración de alginato y concentración de cloruro de calcio, para la elaboración de 

macrocápsulas  

           A.                                                                    B.. 

 

                                              C. 

 

Fuente: autora, 2022 

Análisis de superficie de respuesta teniendo en cuenta el rendimiento fijado por el programa 

Statgraphics 8.1 con valores e concentración de cloruro de 3%, rpm de 150 y concentración de 

alginato de 1,1%. 

Para el caso de la frecuencia, (ver figura 15) los valores máximos reportados teniendo 

en cuenta la concentración de alginato y rpm se encuentran cuando el parámetro 
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frecuencia se encuentra entre 79,21, registrando valores de alginato de sodio de 1,12% 

y rpm de 178,6 (ver figura 15 A y B). Esto valores se registraron igualmente, cuando la 

concentración de cloruro de calcio CaCl2 está entre 3,5 y 3,6% 

Figura 15. A B y C Superficie de respuesta de la variable frecuencia en función de agitación 

(rpm), concentración de alginato y concentración de cloruro de calcio, para la elaboración de 

macrocápsulas                                                                      

           A.                                                                    B. 

 

                                    C. 

 

Fuente: autora, 2022 
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Análisis de superficie de respuesta teniendo en cuenta la frecuencia fijado por el programa 

Statgraphics 8.1 con valores de concentración de cloruro de 3%, rpm de 150 y concentración de 

alginato de 1,1%. 

Posteriormente, se realizó un análisis multinivel para determinar los valores óptimos de 

los factores. El modelo de predicción indicó que los parámetros óptimos (ver tabla 7) para 

el proceso son: una agitación de 140 rpm, una concentración de alginato de sodio de 

1,2% y una concentración de cloruro de calcio de 2,5%, niveles que permiten optimizar 

las respuestas de rendimiento teórico de 90,7% y una frecuencia de tamaño de 3,6 mm 

del 78,5% (ver figura 16).  

Tabla 7. Resultados y valores óptimos del análisis multicriterio. 

Factor Valor 

Agitación  (rpm) 140 
Concentración de cloruro de calcio (%) 2,50 

Concentración de alginato de sodio (%) 1,20 

Variable  respuesta Óptimo 

Rendimiento (%) 90,70 

Frecuencia – mm 78,59 
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Figura 16. Análisis de superficie rendimiento y tamaño 

 

Fuente: autora, 2022 

En cuanto a la significancia global de los factores de corrida evaluados (anexo 8), se 

encontró que el único factor con efecto significativo (P<0.05) sobre las tres variables de 

respuesta fue el alginato de sodio. La agitación en rpm también fue un factor significativo 

para la variable rendimiento. 

Considerando las concentraciones de cloruro de calcio de 2,5% establecidas por el 

programa, cercanas al valor más alto de 3% en los experimentos, se pueden obtener 

esferas más esféricas y homogéneas al igual que la normalización del diámetro de las 

esferas obtenidas (63). Las concentraciones de alginato están por debajo del 2% debido 

a que si se aumenta su concentración aumenta la densidad y la viscosidad 

imposibilitando el proceso de gelificación y encapsulación en el  cloruro de calcio, 
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igualmente la baja concentración de cloruro de calcio puede influir en la disminución de 

los sitios activos COO- que tienen interacción  con NH4+(50,65). 

Estos valores se utilizaron para realizar la microencapsulación para el aislamiento nativo 

de microalga Chlamydomonas sp utilizadas en el biofiltro diseñado, colocándolas dentro 

de una malla plástica como se observa en la figura 16. 

 

A.                                                                    B. 

 

 

 

 

 

         C.                                                                                        D.  

 

 

 

 

 

 

 
Diseño experimental y montaje de los biorreactores. En las imágenes: A. réplicas tratamiento 

alga encapsulada. B. Réplicas tratamiento capsulas sin alga. C. Réplica microalgas libre. D. Agua 

vallado sin tratamiento. Foto tomada por la autora, 2022. 

Figura 17. Diseño experimental de los distintos tratamientos. 
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5.4 Valores de N-NH₄⁺ y NO3- después del tratamiento 

El biofiltro diseñado con las macrocápsulas de la microalga Chlamydomonas sp., 

aumentó a 10,6 mg/l (menos valor de esfera sin alga) el contenido de amonio NH₄⁺. El 

biofiltro diseñado con microalgas de forma libre  incremento  a 20,0 mg/l (menos valor de 

esfera sin alga)  el contenido de NH₄⁺ bajo las condiciones trabajadas, estableciéndose 

diferencias significativas entre los tratamientos (p<0,01), siendo el tratamiento donde se 

utilizó la microalga encapsulada, el que menos incrementó el valor final de amonio NH₄⁺, 

porque la estructura porosa de las macrocápsulas como lo reporta la literatura crea un 

ambiente micro-aeróbico con un efecto positivo  sobre el tratamiento de amonio (30) (ver 

Tabla 8 y Tabla 9). 

Tabla 8. Concentración de N-NH₄⁺, NO3-  y pH después de cada tratamiento 

Réplica 1 2 3 1 2 3 1 2 3 
Tratamiento pH    N-NH₄⁺(mg/L) NO3- (mg/L) 

Vallado sin 
tratamiento 

6,1 6,1 6,1 4,6 4,6 4,6 5,1 5,1 5,1 

Esfera sin alga 5,9 5,1 5,9 11,9 4,5 4,6 8,9 5 5,1 
Microalga 

encapsulada 
6,1 6,2 6,1 14,1 12,8 26,0 35,1 33,7 32 

Microalga libre 5,9 7,0 6,1 22,8 31,1 27,3 32,6 44,4 46,9 

 

Tabla 9. Promedio y desviación concentraciones de NH4+ según tratamiento  

Nutriente Factor Promedio Desviación 

NH₄⁺ 

Agua vallado sin tratamiento 4,6 0 
Esfera sin alga 7 4,2 

Biofiltro con microalga 
encapsulada 17,6 7,2 

Biofiltro con microalga libre 27,0 4,1 

 

          Con respecto a las concentraciones de NO3-, se observó que el biofiltro diseñado con 

las macrocápsulas con microalga, incrementó su valor a 27, 7 mg/l (menos valor de 

esfera sin alga). El biofiltro diseñado con microalgas de forma libre incremento en 

promedio a 35,0 mg/l (menos valor de esfera sin alga) de NO3-, bajo las condiciones 

trabajadas, estableciéndose diferencias significativas entre los tratamientos (p<0,01), 

siendo el tratamiento donde se utilizó la microalga encapsulada, el que menos 

incrementó el valor final de NO3- (ver tabla 10).  
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El tratamiento de macrocápsulas sin microalga no presentó cambios significativos 

(p>0,05) con respecto a la concentración de NH₄+ y de NO3- respecto al valor control, lo 

cual indica que las esferas hechas de alginato de calcio no tuvieron un efecto en el 

aumento o disminución de las concentraciones de estos compuestos. 

Se observó una disminución del pH por debajo de 7 en los tratamientos realizados lo cual 

puede ser por un contenido alto de NH4 + influyendo en los procesos de bioabsorción, ya 

que el pH determina la solubilidad del CO2 en el medio de cultivo e influye en la 

eliminación efectiva de nutrientes (60). 

Tabla 10. Promedio y desviación estándar concentraciones de NO3- según tratamiento 

Nutriente Factor Promedio Desviación 

NO3- 

Agua vallado sin tratamiento 5,1 0 
Esfera sin alga 6,3 2,2 

Biofiltro con microalga 
encapsulada 

33,6 1,5 

Biofiltro con microalga libre 41,3 7,6 

 

Se observó en general que los biofiltros diseñados con la microalga Chlamydomona sp. 

como células libres incrementaron el contenido de nitratos en el tiempo en un 44% (35 

mg/l) con respecto a la concentración de amonio (20 mg/l). Esto puede ser debido a que 

las microalgas intentaron consumir NH4+ primero, y el NO3 - no se utilizó, ya que se ha 

observado  que la asimilación de NO3– es inhibida en las microalgas en presencia de 

NH4+ y una vez que el NH4+ se agota, puede ocurrir la asimilación de NO3– (60). Dado 

que el NH4+ ya estaba aumentado en 10,6 mg/l en el tratamiento donde se usó el biofiltro 

en el que se usa la microalga microencapsulada y 20 mg/l con el biofiltro en el que se 

usa la microalga libre en la finalización del experimento (~ día 18) posiblemente no se 

pudo consumir el NO3- incrementándose a 27,7 mg/l y 35 mg/l, respectivamente. 

Este incremento de Nitrógeno en forma de amonio y nitratos en el medio líquido por parte 

de Chlamydomonas sp puede estar relacionado con las rutas metabólicas de asimilación 

de NH4+ y NO3-, donde es importante que para que estas se expresen, las 

concentraciones extracelulares en el medio deben ser suficientes para que puedan 

inducir la expresión de genes involucrados en el transporte, asimilación y  transformación 

dentro de los organelos de Chlamydomonas sp, (25). Uno de estos genes indispensables 
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en la acumulación intracelular en Chlamydomonas sp, es el factor de transcripción NIT2 

encargado de regular positivamente otros genes relacionados con la asimilación de      

NO3- tales como NII1, NRT2.1, NRT2.2, NRT2.3, NAR2, NIA1, NAR1.1;en comparación 

con el incremento de NO3- en la muestra de agua de vallado después de haber estado 

en contacto con el alga ( ver tabla 8 y 10), existen mutantes de NIT2 que no pueden 

crecer en medios de nitratos (25).   

La presencia de Chlamydomonas sp en forma libre o encapsulada en el medio de las 

muestras colectadas de vallado y el incremento de las concentraciones iniciales de 

nitrato y amonio también puede estar relacionada a la baja concentración y disponibilidad 

de carbono en el medio, pues se ha registrado que, en condiciones de estrés, el nitrato 

y el amonio se excretan fuera de la célula (25). Otra condición que pudo afectar el 

incremento de nitrato en el medio, fue que la concentración de amonio bloquea los genes 

de la asimilación de nitrato, puede llegar a ser una señal negativa para el factor 

transcripcional NIT2 o postranscripcional (66).  

En este sentido, el crecimiento de microalgas directamente dentro de aguas 

contaminadas puede llegar a afectar su metabolismo de acuerdo a altas o bajas 

concentraciones de distintos inhibidores, en este caso el NH4+ puede llegar a generar 

toxicidad celular (67), debido a que puede ser un factor negativo para la fotosíntesis de 

Chlamydomonas sp en la trasferencia de electrones, la síntesis de pigmentos y los 

productos de la fotosíntesis, lo que en general afectará la absorción de NH4+ y NO3-, ya 

que es un proceso que requiere energía (68).  Por otro lado, el aumento y no disminución 

de nitratos después del día 15 de haber operado el biorreactor, puede estar asociado a 

que la forma preferida para las microalgas es el NH4+ porque no necesita pasos previos 

de transformación o reducción y es incorporado constantemente hacía las células para 

convertirlo directamente en aminoácidos por medio de la vía metabólica de la glutamina 

sintetasa, en donde la enzima glutamina sintasa toma el NH4+ y cataliza la formación de 

glutamina a partir de glutamato y trifosfato de adenosina (ATP) (69). Sin embargo, como 

no se evaluaron las concentraciones de amonio en distintos momentos de los 

tratamientos alga encapsulada y alga libre en los fotobiorreactores, se desconoce si la 

no bioabsorción fue debido a esto.  
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Para el caso de las microalgas encapsuladas en alginato de sodio y carbonato de calcio 

en ambos casos de concentraciones finales de NH4+ y NO3- (ver tabla 9 y 10) se 

obtuvieron valores negativos en el porcentaje de bioabsorción de -282% y -558% 

respectivamente. Valores negativos indican aumento de la concentración de estos 

contaminantes (70), que puede atribuirse al aumento total de amonio y nitrato a la 

bioconversión anaeróbica de proteínas que contienen aminoácidos para luego ser 

liberados en forma de amoniaco (71,72). De igual manera, este aumento podría atribuirse 

posiblemente a que como se ha reportado, Chlamydomonas reinhardtii encapsulada en 

la misma matriz de alginato puede llegar a perder afinidad para asimilar dichos 

compuestos en medios líquidos, dado que la difusión de nitrógeno inorgánico a través de 

esferas de alginato afecta el consumo de nitrato (73,74). Sin embargo, considerando que 

los valores de los tratamientos con microalgas libres para ambos casos, nitrato y amonio, 

incrementaron un poco más que las encapsuladas (ver tabla 8), es importante resaltar 

que la asimilación de nitrógeno por parte de Chlamydomonas sp puede verse afectada 

por la fotorrespiración que es ocasionada por las condiciones ambientales que rodean a 

la célula, donde la enzima Rubisco, encargada de fijar el CO2 cuando este está en altas 

concentraciones, cambia su afinidad por el O2 ocasionando que este proceso de 

oxigenación produzca exportación de Malato de los cloroplastos que se convierte en 

NADH, sustrato para la nitrato y nitrito reductasa produciendo NH4+ (75); o por el otro 

lado también existen una vía metabólica que contribuye a la liberación de NH4+  que 

impulsa la transformación de glicina proveniente de la mitocondria, a serina y amonio 

(76,77), posteriormente, estas cantidad de amonio en el medio actuarán como 

inhibidores de transportadores de NO3- como se nombró anteriormente. De igual manera, 

otro factor importante en la bioabsorción de compuestos nitrogenados por parte de las 

microalgas, puede estar influenciado por la temperatura y el pH del medio, puesto que 

se han registrado que valores altos o muy bajos, puede llegar a tener un efecto negativo 

en la asimilación de estos compuestos, en especial células que se encuentran libres y 

expuestas a cambios de pH y temperatura, ocasionando incluso inactividad celular (78).  

El uso de microalgas aisladas de cuerpos de agua para bioabsorción y disminución de 

nitratos y amonio presentes ecosistemas acuáticos, se ha reportado con distintos 

resultados en las concentraciones finales, tal como en el caso del uso de Chlorella 
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vulgaris y Scenedesmus dimorphus  libres en biorreactores batch, donde se reporta 

incremento de 5 a 45 mg/l de NH4+ (79),  sin embargo, también se han reportado valores 

de reducción de nitrógeno amónico entre 86%, 87% y 93% con aguas artificiales 

recreadas en el laboratorio con distintas concentraciones de NH4+, usando Chlorella 

vulgaris, en este caso, inmovilizadas en alginato de sodio a distintas cantidades (49). 

Para el caso concreto del uso de Chlamydomonas sp en la bioabsorción de dichos 

contaminantes, es importante tener en cuenta valores iniciales parecidas o iguales 

respecto a las concentraciones de amonio y nitrato en distintas investigaciones, en donde 

Ávila y colaboradores, en condiciones parecidas a las del presente trabajo,  registraron 

una concentración inicial similar de 5,07 mg/l de nitrato y que después de tratamientos 

con Chlamydomonas sp libres e inmovilizadas con alginato de sodio y cloruro de calcio, 

se registra porcentaje de bioabsorción entre 56 y 75%, sin embargo, después del día 6 

se registra incremento de un 47,5%  de NO3- en el tratamiento con las microalgas 

inmovilizadas (48).   

Debido a la no bioabsorción y al aumento en el tiempo de los valores iniciales de nitrato 

y amonio, se puede atribuir que, para los dos casos, ya sea libre o inmovilizada, los 

procesos  de oxidación del amonio que eventualmente provocan el aumento de nitratos 

y nitritos en las aguas residuales, de igual manera,  se ha reportado que al aumentar la 

intensidad de la luz los oxidantes de nitrato se vieron significativamente más afectados 

por la luz que los oxidantes de amonio, es decir, pueden ser foto inhibidos a altas 

irradiaciones que se encuentran típicamente en condiciones exteriores (71,80). Según 

Kaplan y colaboradores en el año 2000 en un estudio que realizaron en un cuerpo de 

agua natural, se encontró que la luz se fue un factor importante que inhibe la nitrificación 

y provoca la acumulación de nitrito durante la primavera y el verano (81), esto puede 

contrastarse con el aumento leve que se registró en el tratamiento con esferas de alginato 

sin microalgas. La luz intensidad lumínica es otro factor importante en el rendimiento 

fotosintético de las microalgas, pues intensidades lumínicas que superen el llamado 

punto de saturación, podrían llegar a provocar la fotooxidación lo que se traduce en 

daños en los receptores de luz alojados en los fotosistemas (82).  
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Considerando otros parámetros dentro del tratamiento se compararon los valores 

iniciales de pH del vallado y los obtenidos después de cada uno de los tratamientos y se 

encontró que dichos valores estuvieron entre 5,9 y 7,0 considerando la muestra control 

que fue de 6,1 (ver tabla 8). Esto demuestra que el factor pH no tuvo una influencia 

directamente proporcional y significativa con el aumento de las distintas concentraciones 

de NH4+ y NO3- , sin embargo, estos valores pueden considerarse como evidencia de la 

actividad fotosintética de Chlamydomonas sp. En medio acuosos esta microalga usa 

HCO3- generando en el medio liberación de iones hidroxilo (HCO3-  CO2 + OH-), para 

lo cual a medida que aumenta la actividad fotosintética a través del uso del CO2 y 

generación de moléculas orgánicas y asimilación de otros compuestos por medio del uso 

de nitrógeno, debería aumentar el pH del medio en el que rodea a la microalga, la 

investigación de Yulistyorini y colaboradores, registraron mediciones de valores de pH a 

medida que las microalgas absorbían compuestos inorgánicos nitrogenados y obtuvieron 

valores aproximados de 9,6 cuando usaban NH4+ como única fuente de nitrógeno, con 

otras fuentes como solamente NO3- o en presencia de NH4+ y NO3-  en el medio, se 

registraron valores de 9,8 y 9,7 (57). 

Los resultados permiten establecer que la microalga Chlamydomonas sp. 

microencapsulada y en forma de libre estuvo activa y realizó bioprocesos durante los 

tratamientos, por lo que se sugiere seguir la investigación para optimizar los biofiltros 

diseñados con este microorganismo nativo aislado de aguas procedentes de vallados 

para la eliminación de los compuestos contaminantes presentes. 
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6. Conclusiones 

La caracterización fisicoquímica del vallado ubicado en Mosquera Cundinamarca 

pertenece a un nivel 6 de estado de eutrofización, con una concentración de N-NH₄⁺  

Amonio 2,5 mg/l y de NO3- Nitrato 2,2 mg/l con una conductividad de dS/m 0.34 y un pH 

de 7, superando los criterios de calidad admisibles para la destinación del recurso 

humano y doméstico.  

La microalga aislada de las muestras de vallado presentes en Mosquera- Cundinamarca 

pertenece al género Chlamydomonas sp de acuerdo al marcador molecular 18S y a las 

características morfológicas presentes en el ciclo de vida encontradas a través de la 

observación microscópica. Esta alga presenta un tiempo de duplicación de 3,92 días y 

una tasa de crecimiento específica máxima de (μmax) de 0,077 bajo condiciones de pH 

6,8, temperatura 20±2°C, iluminación con lámparas fluorescentes blancas (Tlt 20w/54RS 

marca Philips), irradiancia 75 luxes por 15 días y fotoperiodo 20h luz/ 4h oscuridad. 

El biofiltro consistió en usar la microalga Chlamydomonas sp de forma libre y 

microencapsuladas bajo las condiciones de 1,2% de alginato de sodio, 2,5% cloruro de 

calcio y una agitación 140 rpm, obteniendo una frecuencia de 78,59% de tamaño óptimo 

de 3,63 mm y 90% de rendimiento. El uso del biofiltro diseñado se realizó colocando 300 

macrocápsulas en una malla de plástico, y para el alga libre con una concentración con 

una agitación de 100 rpm, que imitaba el flujo constante de agua de vallado. 

Los tratamientos donde se utilizó el biofiltro con la microalga Chlamydomonas sp. 

encapsulada produce un aumento de concentración de NH₄+ y de NO3- de 10,6 mg/l y 

27,7 mg/l respectivamente frente a 4,6 mg/l y 5,1 mg/l de valor inicial en el agua de 

vallado sin tratamiento. Para el caso del tratamiento del biofiltro con microalga libre las 

concentraciones aumentaron con un valor final de 20,0 mg/L para NH₄+ y con un valor 

final de y 35,0 mg/L de NO3-.  

El tratamiento con el biofiltro diseñado con la microalga Chlamydomonas sp. como 

células libres representó un factor muy influyente en el aumento de las concentraciones 

finales de NH₄+ y de NO3-, en comparación con el biofiltro diseñado con la microalga 
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microencapsulada, por lo cual se sugiere seguir la investigación para optimizar los 

biofiltros diseñados con este microorganismo nativo aislado de aguas procedentes de 

vallados para la bioabsorción de los compuestos contaminantes presentes. 
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7. Recomendaciones  

Se recomienda realizar análisis de las concentraciones de amonio y nitrato en intervalos 

de tiempo entre 24 a 48 h para determinar si existe un límite que provoque inhibición del 

proceso de absorción por parte de Chlamydomonas sp. 

Para el tratamiento de bioabsorción es importante determinar una intensidad lumínica 

que favorezca la disminución de las concentraciones presumiblemente más baja a la 

trabajada debido a que puede afectar la oxidación de los compuestos y la actividad 

metabólica fotosintética.  

Ensayar el biofiltro de la microalga con aguas a las cuales se les realizó tratamientos 

previos como el de una PTAR, dejándola más tiempo, debido a que puede mejorar 

concentraciones de amonio tolerable para el alga, además de otros compuestos no 

incluidos en el presente estudio, como detergentes, tenso activos, metales pesados, 

electrolitos de Sodio o Potasio, entre otros. 

Continuar la investigación para optimizar los biofiltros diseñados con la microalga 

Chlamydomonas sp. nativa aislada de aguas procedentes de vallados para la eliminación 

de los compuestos contaminantes presentes. 
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9. Anexos  

Anexo 1. Resultados iniciales del estado fisicoquímico del vallado ubicado en Mosquera- 

Cundinamarca 

 

Anexo 2.  cuantificación de ADN extraído por absorción de luz a 260nm usando el NanoDropTM 

2000-Thermo ScientificTM y secuencias obtenidas con los marcadores ITS y 18S 
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>ALGVIV_ITS 

CGAGCCTATCCTTGGCCGAGAGGTCCGGGTAATCTTTGAAACTGCATCGTGATGGGGATAGATTATT

GCAATTATTAGTCTTCAACGAGGAATGCCTAGTAAGCGCAAGTCATCAGCTTGCGTTGATTACGTCC

CTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTCCTACCGATTGGGTGTGCTGGTGAAGTGTTCGGATTGG

CTCCATCTGGGGGCAACCTCTGGTGTTGCTGAGAAGAACATTAAACCCTCCCACCTAGAGGAAGGA

GAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGAATCTATCAATACCAACACC

AACGTGAACTATTTTGTCGGTCTGCCGGCTGGGATTCAGTTCCCAGGCGGTGCAGCTCAGCCTTTCC

GCTTCGCGGGGGGTTCGGGCTGGGTTCGCCCCGGCTTCAAACCCGGGACGGGCTGGCCCCTTTAA

CAAACCCACATTAACACCAAACCAAAACCTTTACATAACTTATCAGTGCGGCAGGCCTAGCCTACGC

ATCTTAACAGAGACAACTCTCAACAACGGATATCTTGGCTCTCGCAACGATGAAGAACGCAGCGAAA

TGCGATACGTAGTGTGAATTGCAGAATTCCGTGAACCATCGAATCTTTGAACGCATATGCGCTCGAG
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GCTTTTGCCGAGAGCATGTCTGCCTCAGCGTCGGGTTTATATCGCTCCCCTCTTACATGTAAACAGT

GTGAGAGGCCAGGAGCGGACCTGGCCGTTCCAGTTAGGCGCTTGGCCTTGTGCCGAGCAAGTCCC

TGGATCGGCTGAAGAGCAGAGCGCTAATCGAGGACCCGTTAAACGGGCCGCAACTGGGTGGGCAA

TCTAACAAGTTGCTAAGCTTTAGTTGTTGGCCTGGGACCTCTTTACAAGCCCTCAAAACAGGAACCC

CTAACTTATATCCTCGACCTGAGCTCAGGCAAGAACACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGG

AGGAAAAGAAAATAACAATGATGTCCCTAGTAACGGCGAGTGAAAAGGACATAGCCCAACTTGAAAA

TCTCCCTTTGGAGAATTGTAGTCTAGAGAAGCGCCCTCTGCGGCGGCCTGAGCCCAAGTCCACTGG

AAAGTGGCGTCAGAGAGGGTGAGAACCCCGTCGGCTCTCGGCTTAGCTGCTCCACGAGGTGCTTTC

CA CGAGTCGGGTTGTTTGGGAATGCAGCC 

Para el caso de la secuencia obtenida con el marcador 18S se obtiene la siguiente 

secuencia: 

>ALGVIV_18S 

TTAAGCCATGCATGTCTAAGTATAAACTGCTTATACGGTGAAACTGCGAATGGCTCATTAAATCAGTT

ATAGTTTATTTGATGGTACCTCCTACTTGGATAACCGTAGGAAATCTAGAGCTAATACATGCGTAAAT

CCCGACTTCTGGAAGGGACGTATTTATTAGATAAAAGGCCAGCCGGGCTTGCCCGACCTTAGGCGA

ATCATGATAACTCAAACGAATCGCATGGCCTTGTGCCGGCGATGTTTCATTCAAATTTCTGCCCTATC

AACTTTCGATGGTAGGATAGAGGCCTACCATGGTGGTAACGGGTGACGGAGGATTAGGGTTCGATT

CCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCA

ATCCCGACACGGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATACTGGGCATTTATGTCTGGTAA TTGGAATG

AGTACAATGTAAATATCTTAACGAGTATCCATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT

TCCAGCTCCAATAGCGTATATTTAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCGGGTGGGTC

GACGCGGTCTGCCTCTGGTATGTACTGCGCTCGGTTCACCTTTCTGCTGGGGACGGGCTCCTGGGC

TTAACTGCTTGGGACCTGGAATCAGCGAAGTGACCTTGAGCAAACAAGAGTGTTCAAAGCAAGCCGA

CGCTCTGAATTTTTTAGCATGGAATCACACGATAGGACTCTGGCCTATCTTGTTGGTCTGTAGGACC

GGAGTAATGATTAAGAGGGACAGTCGGGGGCATTCGTATTTCATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGAT

TTATGAAAGACGAACTTCTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTGATCAAGAACGAAAGTTGG

GGGCTCGAAGACGATTAGATACCGTCGTAGTCTCAACCATAAACGATGCCGACTAGGGATTGGCAG

GTGCTCCATTGATGACCCTGCCAGCACCTTATGAGAAATCAAAGTTTTTGGGTTCCGGGGGGAGTAT

GGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGCGTGGAGCCTGCGGCTT

AATTTGACTCAACACGGGGAAACTTACCAGGTCCAGACACGGGGAGGATTGACAGATTGAGAGCTC

TTTCTTGATTCTGTGGGTGGTGGTGCA TGGCCGTTCTTAGTTGGTGGGTTGCCTTGTCAGGTTGATT

CCGGTAACGAACGAGACCTCAGCCTGCTAAATAGTCACGCGTACCTTGGTACGCGCTTGACTTCTTA

GAGGGACTATTGGCGTTTAGTCAATGGAAGTGTGAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGT

TCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGATGCATTCAACGAGCCTATCCTTGGCCGAGAGGTCCGGGTA

ATCTTTGAAACTGCATCGTGATGGGGATAGATTATTGCAATTATTAGTCTTCAACGAGGAATGCCTAG

TAAGCGCAAGTCATCAGCTTGCG 
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Anexo 3. Análisis SPSS crecimiento de la microalga aislada. 

 

Resumen del modelo 

R R 
cuadrado 

R cuadrado 
ajustado 

Desv. Error de 
estimación 

0,96 0,92 0,91 0,20 

Fuente: elaboración autores, 2022 
 

Anexo 4. Concentración ug/ mL de clorofila a de Chlamydomonas sp. 

Días Concentración Clorofila 

1 0 

3 0,08 

5 0,28 

7 3,03 

10 3,03 

12 7,30 

18 8,76 

26 9,70 
 

Anexo 5. Análisis de superficie tamaño 

Estimated Ridge of Maximum Response for Variable Tamaño 

Coded 
Radius 

Estimated 
Response 

Standard 
Error 

Uncoded Factor Values 

Alginato RPM Cloruro 

0,0 3,433778 0,159970 1,150000 150,000000 3,000000 

0,1 3,460871 0,160271 1,171223 146,871841 2,950918 

0,2 3,490954 0,159548 1,199434 144,698390 2,906148 

0,3 3,525423 0,157496 1,231838 143,323284 2,867732 

0,4 3,565190 0,154083 1,266053 142,459787 2,834732 

0,5 3,610749 0,149544 1,300929 141,900485 2,805568 

0,6 3,662367 0,144344 1,336011 141,526271 2,779029 

0,7 3,720194 0,139191 1,371126 141,270387 2,754317 

0,8 3,784317 0,135077 1,406210 141,094000 2,730914 

ANOVA 

 Suma de 
cuadrados 

gl Media 
cuadrática 

F Sig. 

Regresión 3,04 1 3,04 75,0 <,001 
Residuo 0,24 6 0,04   
Total 3,29 7    
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0,9 3,854793 0,133275 1,441242 140,973376 2,708477 

1,0 3,931658 0,135210 1,476217 140,893304 2,686770 
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Anexo 6. Promedios de tamaño según concentraciones de alginato CaCl2 y parámetro rpm. 

E1 Alginato 0,8%- Cloruro 2%- 100 RPM 

E2 Alginato 0,8%- Cloruro 3%- 100 RPM 

E3 Alginato 0,8%- Cloruro 4%- 100 RPM 

E4 Alginato 0,8%- Cloruro 2%- 150 RPM 

E5 Alginato 0,8%- Cloruro 3%- 150 RPM 

E6 Alginato 0,8%- Cloruro 4%- 150 RPM 

E7 Alginato 0,8%- Cloruro 2%- 200 RPM 

E8 Alginato 0,8%- Cloruro 3%- 200RPM 

E9 Alginato 0,8%- Cloruro 4%- 200 RPM 

E10 Alginato 1%- Cloruro 2%- 100 RPM 

E11 Alginato 1%- Cloruro 3%- 100 RPM 

E12 Alginato 1%- Cloruro 4%- 100 RPM 

E13 Alginato 1%- Cloruro 2%- 150 RPM 

E14 Alginato 1%- Cloruro 3%- 150 RPM 

E15 Alginato 1%- Cloruro 4%- 150 RPM 

E16 Alginato 1%- Cloruro 2%- 200 RPM 

E17 Alginato 1%- Cloruro 3%- 200RPM 

E18 Alginato 1%- Cloruro 4%- 200 RPM 

E19 Alginato 1,5%- Cloruro 2%- 100 RPM 



69 

E20 Alginato 1,5%- Cloruro 3%- 100 RPM 

E21 Alginato 1,5%- Cloruro 4%- 100 RPM 

E22 Alginato 1,5%- Cloruro 2%- 150 RPM 

E23 Alginato 1,5 %- Cloruro 3%- 150 RPM 

E24 Alginato 1,5 %- Cloruro 4%- 150 RPM 

E25 Alginato 1,5% - Cloruro 2%- 200 RPM 

E26 Alginato 1,5%- Cloruro 3%- 200RPM 

E27 Alginato 1,5%- Cloruro 4%- 200 RPM 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       

  E1 E2 E3   E4 E5 E6   E7 E8 E9 

 R1 4.15 3.86 4.26  R1 3.83 3.16 3.3  R1 3.8 3.66 3.75 

 R2 4.14 3.78 3.69  R2 3.74 2.95 3.48  R2 4.02 3.85 3.07 

 R3 3.90 3.51 3.97  R3 3.81 3.33 3.25  R3 3.81 3.96 2.82 

 PROMEDIO 4.06 3.72 3.97  PROMEDIO 3.79 3.15 3.34  PROMEDIO 3.8767 3.8233 3.2133 

               

               

  E10 E11 E12   E13 E14 E15   E16 E17 E18 

 R1 3.33 3.67 4.26  R1 2.84 3.03 3.43  R1 3.71 2.79 3.39 

 R2 3.64 3.43 4.39  R2 3.99 3.71 3.18  R2 3.62 2.85 3.38 

 R3 3.75 3.55 4.15  R3 2.88 3.43 3.52  R3 3.32 3.12 3.49 

 PROMEDIO 3.57 3.55 4.27  PROMEDIO 3.24 3.39 3.38  PROMEDIO 3.55 2.92 3.42 

               

               

  E19 E20 E21   E22 E23 E24   E25 E26 E27 

 R1 4.45 3.81 3.99  R1 5.07 5.36 4.07  R1 3.47 3.5 3.57 

 R2 3.80 3.89 3.91  R2 5.73 3.86 2.97  R2 3.5 3.29 3.78 

 R3 3.54 4 3.37  R3 4.34 4.8 3.14  R3 3.40 3.61 3.61 

 PROMEDIO 3.93 3.9 3.76  PROMEDIO 5.05 4.67 3.39  PROMEDIO 3.4567 3.4667 3.653 
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Anexo 7. Análisis de superficie con el criterio de rendimiento 

 

Estimated Ridge of Maximum Response for Variable Rendimiento 

Coded 
Radius 

Estimated 
Response 

Standard 
Error 

Uncoded Factor Values 

Alginato RPM Cloruro 

0,0 87,590264 4,931461 1,150000 150,000000 3,000000 

0,1 88,614109 4,940068 1,170367 145,947406 3,006660 

0,2 89,712908 4,917931 1,195645 142,479529 3,019220 

0,3 90,912987 4,858912 1,225702 139,753408 3,034943 

0,4 92,241042 4,758781 1,259409 137,783111 3,050816 

0,5 93,719548 4,620734 1,295300 136,450426 3,064953 

0,6 95,364904 4,458182 1,332238 135,595206 3,076763 

0,7 97,188172 4,295312 1,369552 135,079619 3,086364 

0,8 99,196643 4,167394 1,406904 134,803728 3,094100 

0,9 101,395156 4,119749 1,444144 134,699283 3,100327 

1,0 103,786990 4,201994 1,481210 134,720124 3,105345 
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Anexo 8. Resultados superficie de respuesta rendimiento vs frecuencia. 

 

 

Anexo 9. ANOVA de un factor para NH4+ y NO3- 

 

 

 

Nutriente F  P 

NH₄⁺ 14,5  <0,01 
NO3- 63,1  <0,01 


