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Resumen

El lago Moronacocha en Iquitos enfrenta un grave problema ambiental debido a los
vertimientos de aguas servidas municipales provenientes del desaglie de Moronacocha.
Aunqgue se siguen investigando diversas soluciones biotecnolégicas, el potencial de los
microorganismos para la biorremediacién ha demostrado ser una alternativa prometedora.
En este estudio, se evalu6 la capacidad de la cianobacteria Synechococcus sp. UCP002 para
remover amonio, nitratos y hierro de las aguas servidas. Se cultivd Synechococcus sp.
UCPO002 y se sometié a cuatro tratamientos durante 15 dias, con concentraciones variadas
de medio CHU-10 y agua servida municipal. Se monitoriz6 su crecimiento mediante
cambios en la densidad dptica (DO) a 730 nm y en el pH, y se midieron las concentraciones
de contaminantes antes y después del tratamiento. Los resultados indicaron que
Synechococcus sp. UCP002 crecid en todos los tratamientos, con una DO media de 0,136, y
logré remover el 88,89% de amonio, 91,67% de nitratos y 75% de hierro. Estos hallazgos
validan el potencial biotecnolégico de Synechococcus sp. UCP002 para la biorremediacion
de aguas residuales en el lago Moronacocha, ofreciendo una solucion efectiva para la

reduccién de contaminantes como amonio, nitratos y hierro.

Palabras clave: Biotecnologia; biodegradacion ambiental; cianobacteria; contaminacion del

agua; eliminacién de aguas residuales; restauracion y remediacion ambiental.



Removal of Nitrate, Ammonium, and Iron in municipal wastewater from the

Moronacocha-lquitos drainage, using the Synechococcus sp. UCP002.

Abstract

Lake Moronacocha in lquitos faces a severe environmental problem due to municipal
wastewater discharge from the Moronacocha sewer. Although various biotechnological
solutions are still being investigated, the potential of microorganisms for bioremediation has
proven to be a promising alternative. This study evaluated the capacity of the cyanobacteria
Synechococcus sp. UCP002 to remove ammonia nitrogen, nitrates, and iron from
wastewater. Synechococcus sp. UCP002 was cultivated and subjected to four treatments over
15 days, with varying concentrations of CHU-10 medium and municipal wastewater. Its
growth was monitored through changes in optical density (OD) at 730 nm and pH, and
contaminant concentrations were measured before and after treatment. The results indicated
that Synechococcus sp. UCP002 grew in all treatments, with an average OD of 0.136, and
successfully removed 88.89% of ammonia nitrogen, 91.67% of nitrates, and 75% of iron.
These findings validate the biotechnological potential of Synechococcus sp. UCP002 for the
bioremediation of wastewater in Lake Moronacocha, providing an effective solution for

reducing contaminants such as ammonia nitrogen, nitrates, and iron.

Keywords: Biotechnology; environmental biodegradation; cyanobacteria; water pollution;

wastewater disposal; environmental restoration and remediation.
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1. Capitulo 1: Identificacion del Problema y Justificacion

1.1 Descripcion y Justificacion del Problema

Segun estudios realizados por Sisman-Aydin y Simsek (2022), se estima que el consumo
hidrico presentara un incremento considerable del 20 y 30 por ciento para uso industrial y
urbano respectivamente dentro de 10 afios a nivel mundial; lo que representa una
problematica que afecta directamente al recurso hidrico, y sumado a los reportes de United
Nations Educational Scientific and Cultural Organization by United Nations Water
(UNESCO, 2020) sobre cuerpos de agua contaminados en los ultimos afios, se considera un

incrementado considerable para los préximos afios.

La contaminacién hidrica o de cuerpos de agua es la alteracién de un sistema complejo, el
cual se puede medir mediante indicadores o parametros fisicoquimicos (Sisman-Aydin,
2022), como lo es el potencial de hidrogeno (pH), el cual si presenta mediciones fuera del
rango establecido por los Limites Maximos Permisibles (LMP) y los Estandares de Calidad
Ambiental (ECA), amenaza la fauna y flora del ecosistema hidrico. Lon niveles de
alcalinidad o acides no son admitidos dentro de los LMP y ECA,; ya que interfieren en el
ciclo de nutrientes y actividades metabolicas, propiciando actividades de inhibicion en el
funcionamiento de los microrganismos que se encuentran en el primer eslabon de la cadena
trofica (Beltran Machado & Aguilar, 2022), limitando asi el desarrollo de sus predadores y
de los siguientes eslabones de esta cadena. De manera similar ocurre con las concentraciones
de los compuestos derivados del Nitrato y Fosfato, que a pesar de ser fundamentales para los
procesos metabdlicos de los microorganismos (Lavrinovi¢s et al., 2022; Pishbin et al.,
2021); en elevadas concentraciones ocasiona eutrofizacion, lo que limita la disponibilidad
de O disuelto, y a su vez incrementa la tasa de mortalidad de los microorganismos (Pishbin
etal., 2021). El estudio de metales pesados ha tomado mayor protagonismo como
indicadores de contaminacion en cuerpos de agua. Investigaciones realizadas por la Gerencia
Regional de Salud (Geresa, 2024) en Loreto, indican que las elevadas concentraciones de
metales pesados se asocian a problemas dérmicos y estomacales, que de forma colateral
influye en el rendimiento académico de los habitantes; como sucede en la comunidad de

Moronacocha en Iquitos.

En el Per, gracias a estudios realizados por Solano (2021) como parte del Ministerio del

Ambiente, se han logrado registrar 7 casos de afectacion de la calidad del agua a nivel de



bahia, cuencas o lago. Sin embargo, casos como el del Lago Moronacocha deja en evidencia

que existen casos no registrados que amenazan los ecosistemas y comunidades.

El lago Moronacocha forma parte del ecosistema de bosque de selva baja (Bernex & Castro,
2015), lo que implica que es una fuente de servicios ecosistémicos, entre los cuales brinda
la posibilidad de llevar una vida saludable y segura, aporta al complejo proceso de desarrollo
del ciclo de nutrientes, protege la flora y fauna; regula el microclima de la zona, brinda
alimentos mediante peces y permite el transporte fluvial (Bernex & Castro, 2015; Ministerio
del Ambiente, 2023). No obstante, estudios realizados por Mori y Tello (2017), Solano
(2021) y Sotil (2017) han demostrado que esta fuente de servicios ecosistémicos presenta
evidencia suficiente para afirmar que el lago se encuentra contaminado; ademas de presentar

un potencial impacto en la comunidad de Moronacocha.

En base al mapa de urbanizacion por abastecimiento de desagiie en Moronacocha
(Municipalidad Provincial de Maynas, 2011), se ha identificado que el origen de
contaminacion del lago se asocia al hecho de que cerca del 30% de viviendas de la
comunidad no cuentan con una conexion a la red de agua y desagiie de la ciudad; por lo
tanto, los desechos sélidos y efluentes se viertan de manera directa a un canal que desemboca
en el cuerpo lotico, como se evidencia en la Figura 6 (ver en anexos). En adicion, acorde a
Paz (2015), existe evidencia de que en el afio 2015 cerca del 82% de la obra del proyecto de
mejoramiento de obras de alcantarillado y de una Planta de Tratamiento de Agua Residual
(PTAR) destinada para tratamientos de aguas residuales municipales, presentaban defectos;
lo cual ha dia de hoy se ve reflejado en una PTAR completamente paralizada
(Superintendencia Nacional de Servicios de Saneamiento, 2023). Es asi como el sistema de
alcantarillado y la PTAR paralizada evitan que los efluentes sean tratados previos a su

vertimiento al lago, y consecuentemente agrave la contaminacion del lago.

En base a estudios realizados por Canaquiri y Ruiz (2016), se ha determinado que el pH se
encuentra por debajo de lo permitido para los LMP, mientras que los nitratos y el CO; se
encuentran por encima de lo permitido; lo cual se ha corroborado en reportes posteriores por
el Instituto de Investigacion de la Amazonia Peruana (Chota-Macuyama & Chong, 2020),
donde se reveld que los peces extraidos del lago no eran aptos para consumo humano,
ademas de presentar coliformes totales y fecales por encima de los LMP alineados a la
investigacion de Sotil (2017).



El reporte de la Geresa (2022), indica una relacion entre el nimero de pacientes referidos
por enfermedades relacionadas a aguas servidas por sector con cercania al lago. Asimismo,
este factor se percibe al ser asociado con el rendimiento educativo de los jovenes y nifios de
la zona afectada, ya que segln el Ministerio de Educacion (Minedu, 2022), mas del 70% de
jovenes y nifios evaluados, se encuentran por debajo del nivel esperado en aprendizaje, y
cerca del 25% se encuentran iniciando el aprendizaje. Las cifras estadisticas que reflejan el
nivel educativo de los jovenes y nifios de la zona pueden darse por varios factores, sin
embargo, asi como indica el Minedu (2017, 2022), la salud y la estabilidad econémica son
parte fundamental de poder tener un buen aprendizaje, y en el caso de los jévenes y nifios de
la comunidad de Moronacocha, carecen del servicio basico de agua y de una estabilidad
econdmica. Canaquiri y Ruiz (2016) y Mori y Tello (2017) indican que las familias de la
comunidad de Moronacocha se encuentran afectadas por las aguas servidas; lo que, al
sumarlo al factor economico descrito, culmina afectando a los jovenes y nifios en su nivel
de aprendizaje, y dando como resultado cifras bajas en las evaluaciones que realiza el
Minedu.

Los ECA cumplen la funcidn crucial de establecer rangos aceptados para concentraciones
de compuestos organicos e inorganicos que, si se encuentran fuera de los establecidos,
alteraran la homeostasis del cuerpo de aguay por lo tanto se determina que el cuerpo de agua
estd contaminado. Estos rangos establecidos pueden variar dependiendo del tipo de cuerpo
de agua de interés de estudio o diagndstico; en ese sentido, existen los ECA para lagos y
lagunas. No obstante, en el Pert los Estandares de Calidad Ambiental no se han renovado
desde el afio 2017; lo que implica que no existe un interés progresivo con respecto a la
disminucion de contaminantes presentes en los cuerpos de agua a nivel nacional.
Adicionalmente, esta presente la Ley de Recursos Hidricos N°29338; la cual sirve de base
legal para preservar los recursos hidricos; sin embargo, se encuentra desestimada al ver los

casos enumerados de cuerpos de agua contaminado en la investigacion de Solano (2021).

1.2 Formulacién del Problema

1.2.1 Problema General

¢Cual es la capacidad de la cianobacteria Synechococcus sp. UCP002 para remover
eficientemente nitrato, amonio y hierro en aguas servidas municipales del desaglie de

Moronacocha en lquitos?



1.2.2 Problemas Especificos

¢Existen diferencias entre las concentraciones iniciales y finales de nitrato, amonio y hierro
en tres concentraciones de aguas servidas municipales del desagiie de Moronacocha-Iquitos
empleando la cianobacteria Synechococcus sp. UCP002?

¢Como son los perfiles de crecimiento de la cianobacteria Synechococcus sp. UCP002
cultivada en tres concentraciones de aguas servidas municipales del desaglie de
Moronacocha-lquitos?

¢Como se relaciona el potencial de hidrégeno con el crecimiento de Synechococcus sp.
UCPO002 cultivada en tres concentraciones de aguas servidas municipales del desagie de
Moronacocha-lIquitos?

1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo General
Evaluar la capacidad de Synechococcus sp. UCP002 para remover eficientemente nitrato,

amonio y hierro en aguas servidas municipales del desagiie de Moronacocha-Iquitos.

1.3.2 Objetivos Especificos

e Comparar las concentraciones iniciales y finales de amonio, nitratos y hierro en tres
concentraciones de aguas servidas municipales del desagiie de Moronacocha-Iquitos
empleando la cianobacteria Synechococcus sp. UCP002.

e Identificar los perfiles de crecimiento de la cianobacteria Synechococcus sp. UCP002
cultivada en tres concentraciones de aguas servidas municipales del desagie de
Moronacocha-lquitos.

e Relacionar el potencial de hidrogeno con el crecimiento de Synechococcus sp.
UCPO002 cultivada en tres concentraciones de aguas servidas municipales del desagiie

de Moronacocha-lquitos.



2. Capitulo 2: Estado de Arte y Marco Teorico

2.1 Estado del Arte

La contaminacion de cuerpos de agua l6ticos, como el Lago Moronacocha, representan una
problemética ambiental, social y econdmica. El Lago presenta registros de indicadores de
contaminacién desde el afio 2016; realizados como parte de una investigacion relacionada
con los estudios y andlisis de parametros fisicoquimicos y bacteriolégicos (Canaquiri &
Ruiz, 2016). Los primeros resultados de este analisis indicaron que el Lago Moronacocha
presentaba elevadas concentraciones de nitratos con respecto a la Ley N°28611: Ley General

del Ambiente, asumiendo asi que se encontraba contaminado.

Para el afio 2017, el estudio realizado por Minaya (2017) registr6 mas indicadores de
contaminacion observados en la Tabla 1; los parametros fisicoquimicos identificados fueron
el potencial de hidrogeno (pH), oxigeno disuelto (OD) y variaciones en la conductividad
eléctrica. Los resultados mas relevantes consistieron en lecturas de pH y OD por debajo de
lo establecido en los Estandares de Calidad Ambiental para Agua (Decreto Supremo 004-
2017-MINAM, 2017); mientras que la conductividad eléctrica no se encontraba por encima
de lo establecido, pero si presentaba un incremento significativo con respecto a la

investigacion de Canaquiri y Ruiz (2016).

Paralelamente, el estudio realizado por Moriy Tello (2017), determiné que la poblacion que
vive alrededor del Lago realiza un consumo constante del recurso hidrico, y que, sumado a
los indicadores de contaminacion registrados, se convierte en un problema que afecta a la
salud de la poblacion. Segun Moriy Tello (2017), se ha logrado evidenciar que el 56.8% de
la poblacion consumia agua del lago para sus actividades y necesidades diarias; lo que se
relaciond con la presencia de enfermedades de la zona, resultando en una frecuencia de
pacientes con enfermedades dérmicas, respiratorias y digestivas registradas en la posta de
salud del Lago Moronacocha (Gerencia Regional de Salud Loreto, 2024). Por tales motivos,
se toma en consideracion la problematica ambiental y de salud que se encuentra
estrechamente relacionado al lago Moronacocha, necesitando nuevas soluciones

biotecnoldgicas.



Tabla 1

Registro de pardmetros del Lago Moronacocha.

ECA Agua 1° 2° 3°
Pardmetro (D.S. 015- Muestreo | Muestreo | Muestreo
2015-MINAM) | (27/04/16) | (27/05/16) | (10/06/16)
Transparencia (cm) - 133 98 107
Temperatura (°C) A3 27.5 27 26
Potencial de Hidrogeno (pH) 6.5a9.0 55 5.0 5.0
Oxigeno Disuelto (mg/mL) >5 4.0 3.8 6.2
Conductividad (uS/cm) 1000 40 40 30
Turbidez - 4.63 6.49 7.00
Solidos Suspendidos Totales <25 34.76 52.02 52.02
(mg/L)
Nitratos (mg/L) 13 - - -
Amonio (mg/L) 1.9 0.2 0.2 0.2
Demanda  Bioquimica de 5 1.8 2.0 2.2
Oxigeno (mg/L)
Coliformes  Termotolerantes 1000 240 33 110
(NMP/100mL)

Nota. De “Parametros fisicos, quimicos, microbiologicos, para determinar la calidad del

agua Laguna Moronacocha, época de transicidn creciente-vaciente”, por Minaya, 2017.

La biotecnologia ofrece una gama de posibilidades dentro de lo que se conoce como
biotecnologia gris. Una solucion poco reciente e investigada por Qadir et al. (2020); consiste
en la técnica que permite un ciclo bioldégico donde la microalga usa el CO; disuelto del
efluente y la materia organica (MO) para generar O, y biomasa, donde la bacteria aprovecha
el O elaborado por la microalga y sumado a la MO del efluente, genera MO que se acumula
y se puede separar del cuerpo de agua para ser usado en otras tecnologias (Wu et al., 2023);
esta técnica evita la acumulacién de residuos no aprovechables, ademas de aplicar una
simbiosis entre dos especies para tratar efluentes residuales. No obstante, dicha técnica no
presenta informacién suficiente para garantizar un tratamiento optimo, debiéndose
principalmente a que no se puede saber con certeza la compatibilidad entre las especies de

microalgas y bacterias (Igbal et al., 2022). La incompatibilidad entre estas especies se genera



por competencia alimenticia de la MO presente; ademas, esta técnica no permite medir de
manera eficiente la influencia de la microalga sobre los contaminantes del efluente (Borella
et al., 2023), puesto que los cambios de los parametros fisicos y quimicos se pueden generar
por efectos metabdlicos de la bacteria; del mismo modo podria suceder al medir la influencia
de la bacteria sobre los contaminantes del efluente.

Los humedales son otra solucién biotecnolégica prometedora, sin embargo, como indican
Cubas et al. (2020), la implementacién de esta técnica de depuracion sigue siendo estudiada,
puesto que presenta contacto con distintos agentes que no se pueden controlar, como la
luminosidad, viento y temperatura ambiente, lo que influye directamente en el agente
bioldgico depurador (Bang Truong et al., 2024; Vargas, 2020); inhibiendo o incrementado
su eficacia, ademas de que para el uso efectivo de los humedales se necesitan extensiones de
terrenos acorde al agente biologico depurador, siendo asi que se necesite como minimo
medio metro de profundidad y 4 m? de superficie (Cubas et al., 2020). En ese sentido, esta
técnica solo es viable en lugares donde ya exista un humedal para aprovechar sus
capacidades bioldgicas, ademas de contar con un terreno de uso disponible cerca al lugar

focalizado de los efluentes contaminados.

Finalmente, existe una solucion biotecnoldgica de aprovechamiento de una Unica especie
para tratamientos de efluentes residuales. El uso de microalgas como agente de
biorremediacion ha tenido resultados 6ptimos de remocién de contaminantes inorganicos
como organicos (Amaya-Santos et al., 2022; Galvez, 2019; Latiffi et al., 2021; Pishbin et al.,
2021). En ese sentido, la identificacion de una especie dptima para este tipo de remocion es
fundamental, entre las méas estudiadas se encuentran: Chlorella, Ankistrodesmus, Spirulina
y Scenedesmus; no obstante, el proceso de tratamiento de efluentes residuales no puede ser
un proceso lineal, necesariamente debe ser circular y aprovechable en la medida de lo
posible, es asi como segun de Farias Silva et al. (2022) y Cobos et al. (2022) nos presenta la
especie de cianobacteria Synechococcus como wuna cepa para ser explotada

biotecnoldgicamente.

El analisis gendmico de Synechococcus sp. UCP002 realizado por (Cobos et al., 2022),
demuestra que el genoma de la cianobacteria presenta los genes que codifican enzimas que
incorporan los iones de amonio a los esqueletos de carbono, del mismo modo el genoma
presenta un operon denominado “nirA-nrtABCD-narB” correspondiente para la asimilacion

de nitrato; lo cual se encuentra alineado con el estudio realizado por (Diez et al., 2023),



donde el genoma codificado por “nirA” esta presente en las cianobacterias de la familia
Synechococcus, consecuentemente esto sugiere que la cianobacteria puede asimilar

compuestos nitrogenados como el amonio Yy el nitrato como parte de su metabolismo

Asimismo, estudios realizados sobre remocidn de iones de hierro con nanoparticulas a partir
de Synechococcus elongatus realizados por Moraes et al. (2023), han demostrado que
Synechococcus presenta un alto rendimiento para la adsorcion de iones de hierro en
soluciones acuosas; esto concuerda con estudios previos realizados sobre el ciclo redox del
c con ligandos de Synechococcus PCC 7002 por Samperio-Ramos et al. (2018), donde
indican que gracias a los exudados (sustancias liberadas por células o microorganismos, en
el caso de cianobacterias comprenden procesos de regulacién de la interaccién del organismo
con el medio ambiente) se evita la precipitacion del hierro y se mantiene estable para su
asimilacion; a partir del cual se demuestra que mediante ligandos a metales y reacciones
fotoquimicas se transforma el Fet® a Fe'?; ademas se sugiere que mediante proteinas
transmembranas se asimila el Fe™ por difusion pasiva. Por lo tanto, esto sugiere que
Synechococcus sp. UCP002, como parte de la misma familia que Synechococcus elongatus
y Synechococcus PCC 7002, podria presentar estas ligaciones a iones de Fe y realizar una

remocion en aguas servidas con presencia de este metal pesado.

2.2 Marco Tebrico

2.2.1 Generalidades de las Aguas Servidas Municipales
El agua residual es el resultado de la alteracion por agentes extrafios que cambian la
composicion del cuerpo de agua (Qadir et al., 2020; Sisman-Aydin & Simsek, 2022), esta

alteracion se puede conocer y medir a partir de sus caracteristicas fisicas y quimicas.

2.2.1.1 Caracteristicas Fisicas
Fisicamente, el agua presenta cambios facilmente visibles. Acorde a Tebbutt (1998), el
primero es la temperatura, el cual tras un cambio rapido puede generar reduccion de
solubilidad de gases, amplificacion de sabores y olores del cuerpo de agua; los cuales
corresponden a la segunda caracteristica fisica, ya que el cambio de estos indica impurezas
disueltas, que pueden ser de origen organico como los fenoles o cloro fenoles. El color es
una de las caracteristicas fisicas mas notorias del agua residual, ya que esto puede indicar

materia suspendida, y dependiendo del color especifico se puede asumir que es provocado



por desechos industriales especificos (Shahi Khalaf Ansar et al., 2022; Tebbutt, 1998).
Asimismo, la turbiedad indica la presencia de solidos coloidales, que se atribuyen a la
contaminacién de efluentes industriales y domésticos. Finalmente esta la conductividad
eléctrica, el cual refleja la cantidad de sal presente en el cuerpo de agua, y es asociada al total
de solidos disueltos en base a la ecuacién mencionada por Tebbutt (1998).

2.2.1.2 Caracteristicas Quimicas
En relacion con lo mencionado por Tebbutt (1998), el potencial de hidrégeno (pH) es uno
de los mas importantes al considerar estudios y analisis en cuerpos de agua; esto se debe a
que como menciona Chakraborty et al. (2013), los microorganismos y las actividades
enzimaticas dependen del pH; asi como también las reacciones quimicas que se encuentran
restringidas entre un pH de 5 a 8. En adicion, Tebbutt (1998) menciona que la caracteristica
de Oxido-reduccion (OR), es relevante debido a que indica el potencial requerido para
transferir electrones desde el oxidante hasta el reductor, el cual restringe actividades

aerobicas dentro del cuerpo de agua.

La alcalinidad y la acides son caracteristicas que se encuentran ligadas al pH (Chakraborty
et al., 2013; Tebbutt, 1998). La alcalinidad es util en cuerpos de agua porque ayuda a resistir
cambios en el pH por efectos de acidos que alteren el pH del agua; mientras que la acides
realiza lo contrario. Sin embargo, estas caracteristicas ocasionan que el pH no cambie y se
mantenga alcalino o acido para conveniencia del contaminante, evitando que sea habitable

para los microorganismos naturales del cuerpo de agua en cuestion.

La dureza del agua es una caracteristica que evita la formacion de espuma con jabon y se
debe principalmente por los iones metalicos de Ca?*, Mg?* también de Fe?* y Sr?*; y como
menciona Tebbutt (1998), esto puede resultar negativo en el cuerpo de agua, ya que, a mayor
dureza en el agua, se necesita mayor uso de quimicos para poder disminuirla, e incluso

genera alcalinidad que afecta la homeostasis del cuerpo de agua y su resiliencia.

El oxigeno disuelto es una de las caracteristicas quimicas mas importante del agua, acorde a
Tebbutt (1998), la presencia de oxigeno en el cuerpo de agua es crucial para mantener la
vida bioldgica; por tal motivo esta caracteristica se encuentra asociada a la demanda de
oxigeno; la cual se divide en demanda bioquimica de oxigeno (BOD) y demanda quimica de
oxigeno (COD); la BOD mide el oxigeno requerido para los microorganismos mientras

degradan materia organica; mientras que la COD mide la cantidad total de materia organica



presente en el gua, incluyendo la materia organica biodegradable como la no biodegradable;
normalmente el COD es mayor que el BOD, si el BOD resulta mayor que el COD, el agua
es residual por exceso de actividad microbioldgica y genera un potencial agotamiento de
oxigeno que afecta la vida de los microorganismos y animales que lo habitan.

El nitr6geno es una caracteristica quimica compleja en los cuerpos de agua (Tebbutt, 1998),
se puede presentar en 4 formas diferentes: El nitr6geno orgénico, el amonio (NHa), el nitrito
(NO>) y el nitrato (NO3z). Segun Chakraborty et al. (2013), El nitrato es el segundo compuesto
contaminante mas comin en aguas residuales, y se debe a que es el resultado de actividades
antropogénicas como la agricultura, la cual es el principal causante del exceso de este
compuesto inorganico en cuerpos de agua; asi como detallan Silva et al. (2008) y Verma
et al. (2023), el cultivo extensivo de ciertas especies requiera la fertilizacion de los suelos
con compuestos nitrogenados y fosfatos; el uso de estos fertilizantes ricos en NO3 hace que
su concentracion incremente en el ambiente, y tras efectos atmosféricos como precipitacion,
la tierra fertilizada filtra el exceso de estos compuestos nitrogenados en formas de nitrato y

amonio hasta los cuerpos de agua mas cercanos.

El cloruro es sal de &cido clorhidrico o de metal combinado directamente con cloro; el cual
como menciona Tebbutt (1998), son responsables del sabor salobre del agua y funcionan
como indicador de contaminacion por aguas residuales gracias al contenido de cloruro de la

orina.

2.2.2 Biorremediacion

La técnica de biorremediacion es una solucion biotecnoldgica que implica el uso de recursos
naturales vivos para poder remover contaminantes de un lugar o zona alterada (Chakraborty
et al.,, 2013; Goyal et al., 2023), la cual se puede dar de tres maneras diferentes, siendo
mediante la biosorcién, bioacumulacién o biodegradacion (Ghaffar et al., 2023). Dentro de
las posibilidades de uso biotecnoldgico, existe el aprovechamiento de microorganismos,
como los son las microalgas, cianobacterias y bacterias que, gracias a sus capacidades
adaptativas y metabdlicas como recuperacion de nutrientes y produccion de biomasa como
efecto secundario de remocion de contaminantes, resultan aplicables para biorremediacion
en cuerpos de agua (Andrade et al., 2009; Miazek & Brozek-Pluska, 2019). La técnica que
implica el aprovechamiento microbioldgico se realiza de manera exploratoria a nivel de
laboratorio o denominado “ex situ”, ya que se toma una muestra del lugar y se realiza el

experimento fuera del entorno natural, donde se manipulan y controlan las variables
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ambientales, como lo son la luminosidad, temperatura, suministro de aire y tipo suministro

de nutrientes (medio de cultivo) (Aditya et al., 2022; Encarnacdo et al., 2023; Ferreira
Carraro et al., 2022).

El proceso de optimizacion de un proceso de biorremediacion para una nueva especie de

microorganismo se puede dividir en la investigacion y determinacion de los siguientes

puntos claves:

Identificacion de nutrientes claves: A nivel exploratorio para una nueva especie
identificada, es crucial identificar qué compuestos son absorbidos mas
eficientemente, esto se puede realizar mediante cultivo con diferentes medios de
cultivo para microalgas y monitoreando la concentracion de los principales nutrientes
como compuestos nitrogenados y fosfatos por un periodo determinado (Lavrinovics
et al., 2022; Mora-Sanchez et al., 2024).

Optimizacion del medio de Cultivo: Una vez determinado los nutrientes que la
microalga o cianobacteria absorbe eficientemente, se consideran como crucial para
su ciclo bioldgico, lo cual es un indicador de los principales compuestos a considerar
para seleccionar y ajustar las concentraciones en los medios de cultivo para fomentar
el crecimiento y la remocién de contaminantes (Mora-Sanchez et al., 2024). Existe
diferentes medios de cultivos para microalgas y cianobacterias, entre las cuales
destacan BG11, CHU-10, Bold Basal Medium (BBM), Manitor Sald Agar (MSA) y
Tris-Acetate-Phosphate (TAP); cada uno con diferentes concentraciones de los
principales compuestos necesarios para el cultivo de microalgas y cianobacterias. La
evaluacion de eficiencia de estos diferentes medios de cultivos se debe considerar
por triplicado en un tiempo mas prolongado que el realizado para tratamientos de
aguas residuales (Cobos Ruiz et al., 2016; Ynga & Nifio, 2017).

Optimizacion de las condiciones fisicas: En cuanto a la intensidad luminica se
consideran variaciones entre 50 a 300 pmol m2s® o uE m2s*; o por lo contrario
dependiendo del tipo de fuente luminiscente 20 a 100 W; mientras que para la
temperatura se encuentra entre un rango del 25 a 30 °C (Cobos et al., 2022; Mora-
Sanchez et al., 2024), el ajuste y combinacion de estas variables puede incrementar
la eficiencia de la microalga o cianobacteria para producir biomasa y absorber

contaminantes por efecto fotosintético.
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e Optimizacion del tiempo y suministro de CO.: El tiempo determinado para el proceso
de biorremediacion suele variar entre 1 dia a 1 mes en laboratorio; del cual el
protocolo més recurrente consiste en evaluar resultados en 2 semanas de tratamiento;
mientras que para el suministro de aire se considera variaciones entre 0.25 a 0.50
volumen de aire por volumen de cultivo por minuto (vvm), o si es suministro de CO»
se considera entre 0.03% y 5% de concentracion en el aire suministrado (Ferreira
Carraro et al., 2022; Mora-Sanchez et al., 2024). Controlar el suministro de aire o
CO2 es importante para controlar el pH de los cultivos y asegurar una fotosintesis

eficiente.

2.2.2.1 Biorremediacion con Cianobacterias

Las cianobacterias son los Unicos procariotas en poder realizar fotosintesis oxigénica
(Encarnacao et al., 2023; Ofa & Gualoto, 2022), y al ser autdtrofos, son capaces de fijar
nitrégeno, y como parte de su ciclo biolégico y metabolico pueden remover eficientemente
del agua nutrientes como NHs, NOs, fosfatos y urea; los cuales son factores cruciales al
momento de tratar aguas residuales, algunas especies que sobresalen son: Spirulina
platensis, Anabaena doliolum, Spirulina maxima, Synechococcus sp, Phormidium subfuscum
y Oscillatoria sp. (Ofia & Gualoto, 2022; Samiotis et al., 2021).

Los experimentos de biorremediacion con microorganismos como las microalgas o
cianobacterias toman en consideracion el monitoreo de parametros para analizar el efecto
del microorganismo sobre el agua residual; en ese sentido es crucial el monitoreo de las
concentraciones de los contaminantes a la par de la concentracion del microorganismo. El
método convencional de monitoreo del crecimiento de microalgas y cianobacterias es
mediante conteo celular por camara de neubauer (nimero de células mL™?) (Ynga & Nifio,
2017); sin embargo el avance de la tecnologia y los métodos biofisicos han permitido realizar
este monitoreo por espectrofotometria UV/Vis (Cobos Ruiz et al., 2016), el cual permite
medir la absorbancia y es un reflejo de la densidad Optica de microalgas y microorganismos
a longitudes de onda especificas, lo cual es mas eficaz y eficiente al monitorear el

crecimiento de estos microorganismos que se reproducen rapidamente.

Independientemente del tipo de método utilizado para monitorear la concentracion del
microorganismo en una muestra; estos datos deben medir de manera perioédica durante todo
el tratamiento; y las concentraciones de cada dia de tratamiento se presenta en un gréafico de

dispersion (Cobos Ruiz et al., 2016), lo cual se interpreta como perfil de crecimiento del
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microorganismo a lo largo del periodo que se ejecuto el experimento tal y como se evidencia

en la investigacion de Sousa et al. (2024) y Cobos et al. (2022).

2.2.3 Relacion Cianobacteria y Contaminantes

La contaminacion de cuerpos de agua es el resultado de alterar las caracteristicas
fisicoquimicas por el efecto antropogénico; ello implica que el estado ecoldgico final del
cuerpo de agua presente alteraciones que afectan al ecosistema (Charry & Gonzéles, 2020;
Echenique & Aguilera, 2009). Las fuentes de contaminacidn antropogenicas son los residuos
y efluentes municipales y no municipales (del Puerto & Martinez, 2021); con respecto a los
municipales comprende a todo residuo o efluente generado por domicilios e instituciones
publicas que no realizan procesos industriales; mientras que los no municipales comprende
a las plantas industriales, hospitales y similares que usan reactivos quimicos en altas
concentraciones (Organismo de Evaluacion y Fiscalizacion Ambiental, 2014). Los residuos
y efluentes no municipales son potencialmente contaminantes y ocasionan una alteracion
grave del estado ecoldgico de un cuerpo de agua, un claro ejemplo de ello es la
contaminacién marino-costera por el derrame de petroleo por parte de la empresa REPSOL
en ventanilla Perd (Instituto del Mar Peruano, 2022). No obstante, a pesar de
acontecimientos como el de REPSOL, las instalaciones industriales suelen someterse a
rigurosas supervisiones y sanciones que garanticen las posibles alteraciones al medio
ambiente. En comparacion, los efluentes municipales, al ser supervisados por el mismo ente
que los administra y no presentar unas elevadas posibilidades de alteracion al medio
ambiente, se asume que cuentan con las medidas necesarias para evitar impactos
perjudiciales al medio ambiente (Organismo de Evaluacion y Fiscalizacion Ambiental,
2014; UNESCO, 2020).

Las cianobacterias, al igual que las microalgas, cumplen un rol fundamental en los
ecosistemas hidricos (Moreno Rodriguez et al., 2017; Solano, 2021), cuerpos de agua
salados o dulces. Debido a sus caracteristicas bioldgicas, morfologicas y procesos
metabolicos, estos microorganismos logran ubicarse como el primer eslabdn de la cadena
trofica (Moreno Rodriguez et al., 2017; Satya et al., 2023), y ademas presentan procesos
metabolicos similares, ya que se encuentran ligados a la fotosintesis (Moreno Rodriguez
et al., 2017). Dentro de la variedad de especies descubiertas hoy en dia, Synechococcus sp.
UCPO002 es una cianobacteria recién descubierta, colectada y aislada del rio Amazonas. La

familia de esta especie habita en agua dulce como salados, presentando una relacion

13



nutricional con el nitrogeno y fosforo que se caracterizan en los cuerpos de aguas
contaminados (Echenique & Aguilera, 2009). La identificacion de esta cepa amazodnica se
desarroll6 a nivel gendémico por Cobos et al. (2022), en el departamento de Biotecnologia y
Bioenergética de la Universidad Cientifica del Perd y la unidad especializada de
Biotecnologia del Centro de Investigacion de Recursos Naturales de la Universidad Nacional

de la Amazonia Peruana, en la ciudad de lquitos.

Para determinar el nivel de contaminacion de un cuerpo de agua, se toman en consideracion
los analisis de parametros fisicoquimicos, como temperatura, color, turbiedad, la
concentracion de nitratos, sulfatos y fosfatos, metales pesados, oxigeno disuelto, demanda
bioquimica de oxigeno, demanda quimica de oxigeno, pH e incluso la conductividad
(Gualdrén, 2016; Shahi Khalaf Ansar et al., 2022). De las cuales, las mas relevantes y
factible de medir son la concentracion de amonio, nitratos, hierro y pH.

La presencia de nitratos como contaminantes en cuerpos de agua residuales se asocia a la
presencia de eutrofizacion y acidez. Segun estudios realizados por Cardenas y Sanchez
(2013) y Pishbin et al. (2021), mencionan que se puede llegar a tener altas concentraciones
de este contaminante por lixiviacion y escurrimiento de compuestos nitrogenados del suelo,
como es el uso de fertilizantes y descomposicion de residuos organicos. Por otro lado, los
nitratos pueden ser usados como una fuente de nutrientes para las microalgas y
cianobacterias, quienes fijan estos compuestos como parte de la biorremediacion (Pishbin
et al., 2021). Especificamente, el nitrogeno se puede presentar en aguas residuales como
NHa, NO2 y NOs; del cual el NO3 puede ser aprovechado por las microalgas y cianobacterias
para su metabolismo, y producir biomasa (Encarnacéo et al., 2023; Janpum et al., 2022). El
amonio es importante para los organismos vivos, pero, su concentracion en grandes
cantidades puede provocar perturbaciones en la circulacién natural de nutrientes entre los

organismos del cuerpo de agua (Cardenas & Sanchez, 2013).

La contaminacion de hierro y metales pesados se encuentran asociados, en altas
concentraciones dentro del cuerpo humano representa un indicador que induce a la
generacion de células cancerigenas (Alam et al., 2023). Por lo tanto, en las Plantas de
Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR), se requiere insolubilizar el hierro mediante
tratamientos quimicos, lo cual incrementan la presencia de otros contaminantes como el

Cloro, provocando que el agua sea menos tratable (Pabdn et al., 2020).

14



3. Capitulo 3: Disefio y Desarrollo de la Investigacion

3.1 Hipotesis

La cianobacteria Synechococcus sp. UCP002 tiene una alta capacidad de remocion de
amonio, nitratos y hierro en aguas servidas municipales del desagiie de Moronacocha-
Iquitos. Asimismo, se predice que los perfiles de crecimiento de la cianobacteria y el pH

variaran dependiendo de las concentraciones de aguas servidas municipales.

3.2 Materiales y Métodos

3.2.1 Tipoy Disefio de la Investigacion

La investigacion presenté un enfoque cuantitativo, un alcance explicativo causal con disefio
experimental; asimismo se empled un muestreo focalizado en el punto de vertimiento de

aguas servidas municipales del desagiie de Moronacocha-Iquitos.

El disefio experimental contempld una evaluacion ex situ con una toma de muestra de agua
residual en el foco de vertimiento. El tamafio de muestra se determind en base a los
antecedentes de bioensayos (Cobos et al., 2022; Pérez, 2015) y la ejecucion de una prueba
piloto, donde se determind en base a una desviacion estandar (o) de 0,045 y un nivel de
confianza (1 — o) del 95%, dando como resultado el tamafio de muestra igual a 4, tal y como
se evidencia en la Tabla 8 (ver anexo). En ese sentido, los bioensayos fueron de un solo
factor (Volumen de agua residual =Tratamientos) con 4 grupos distintos (250 mL, 125 mL,
62,5 mL, 0 mL), cada grupo con 3 repeticiones; dando un total de 12 corridas experimentales;
el cual tuvo como unidad experimental un matraz Erlenmeyer de 250 mL usando
Synechococcus sp. UCP002 por 14 dias en una sala de cultivo controlada a 25,27 + 0,06 °C
con ciclos luz-oscuridad de 12:12 horas utilizando 265 + 10 pE m2 s de intensidad de
fuente de luz blanca basada en LED de 50 W (Wellmax, Samsung) son burbujeo continuo
de aire filtrado utilizando un filtro esterilizado de 0,22 um (KASVI).

Es importante indicar que acorde a limitaciones financieras y disponibilidad de equipos
especificos en laboratorio, las variables como la temperatura, el ciclo luz-oscuridad, la
intensidad de fuente de luz blanca y el burbujeo continuo fueron de un valor fijo;
principalmente porque la sala de cultivo en condiciones controladas de la institucion cuenta
con los parametros 6ptimos para el mantenimiento del banco de germoplasma microalgal y

cianobacterias del laboratorio.
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Obijetivo especifico 1:

El disefio experimental contempld la aplicacion de un bioensayo de tratamiento en el
laboratorio, donde la variable independiente fue la concentracion de agua servida municipal
del desagiie de Moronacocha-lquitos, y la variable dependiente el valor de remocién
eficiente de los contaminantes. El disefio fue de grupos de matraces de 250 mL con diferentes
concentraciones de aguas servidas municipales del desaglie de Moronacocha-Iquitos: 100%
(250 mL), 50% (125 mL) y 25% (62,5 mL). Cada grupo de manera triplicada; de igual forma
se contd con un grupo control al 0% en medio CHU-10 durante 14 dias. Los resultados se

analizaron mediante la prueba t-student.
Obijetivo especifico 2:

Se registro la absorbancia para monitorear el crecimiento del cultivo de Synechococcus Sp.

UCP002 en cada grupo de tratamiento durante los 14 dias del experimento de remocion; al
mismo tiempo que se desarrollé el experimento de remocion, de este modo se contd con
datos de crecimiento durante la remocidn de nutrientes. La variable independiente fue la
concentracion de agua servida municipal del desagiie de Moronacocha-lquitos afiadida en
cada repeticion del tratamiento. La variable dependiente fue la absorbancia del cultivo de
Synechococcus sp. UCP002. Por lo tanto, se realizaron mediciones interdiarias a los
tratamientos usando espectrofotdometro UV/Vis NanoDrop 2000 (Thermo Fisher, EE. UU.).
La absorbancia se midi6 a una longitud de onda de 730 nm, lo cual refleja la densidad celular
de Synechococcus sp. UCP002. Los resultados se analizaron mediante la prueba estadistica
ANCOVA.

Obijetivo especifico 3:

Se tomaron los datos registrados de absorbancia para el objetivo 2; mientras que para el pH
se midié usando un pH metro modelo 8297 Lab Swiss Mode Metrohm. Los datos se
analizaron mediante la prueba estadistica de correlacion de Pearson, para medir la fuerza de

interacciéon entre ambas variables.

3.2.2 Poblacién y Muestra
La poblacién estuvo constituida por las aguas servidas municipales del desagiie de

Moronacocha-Iquitos.

16



La muestra estuvo constituida por 3L de muestra de aguas servidas municipales del desagtie
de Moronacocha-lquitos. El tipo de muestreo fue no probabilistico o dirigido, debiéndose

principalmente a los siguientes criterios determinados y limitaciones identificados:

e Contar con la muestra homogénea mas concentrada posible entre el agua servida
municipal y el Lago.

e Debido a factores geogréficos, la accesibilidad al desagiie para tomar muestras 100%
concentradas era accidentado y peligroso.

e Debido a la acumulacion de residuos solidos, la municipalidad no permite contar con
embarcaciones dentro del lago, limitando el acceso al mismo y la posibilidad de
tomar muestras mas diluidas y homogéneas.

e Laépoca de “vaciante”, que es la época con menos lluvia entre los meses de julio a
octubre, en los que se determin0 para la realizacion del proyecto de investigacion,
contando solo con disponibilidad y acceso al foco de vertimiento de las aguas
servidas municipales y el Lago.

e Entemporada de lluvias el nivel del lago se incrementa considerablemente, lo que a
su vez limita el acceso para toma de muestras en los puntos de vertimientos, ya que

estos quedan sumergidos por el incremento de agua.

3.2.3 Técnicas e Instrumentos de Recoleccion de Datos

3.2.3.1 Colecta de muestras del agua servida municipal del desaglie de Moronacocha-
Iquitos.

La colecta de muestra de agua servida municipal del desagie de Moronacocha-lquitos se
desarrollé en base al Protocolo Nacional para el Monitoreo de la Calidad de los Recursos
Hidricos Superficiales (Autoridad Nacional del Agua, 2016), se realiz6 un muestreo simple
o puntual ubicado cerca al puente que une la Av. El Ejército y la Av. Mariscal Caceres en la
interseccion entre el vertimiento de aguas servidas municipales y el Lago Moronacocha, las
coordenadas UTM de ubicacion de la Zona fueron 18M E 692593 S 9585871, referido al
sistema geodésico WGS84. Se cont6 con un vehiculo de transporte terrestre (Mototaxi), las
muestras fueron colocadas en una caja térmica con hielo, se utilizé tres envases de plastico
limpios vy estériles con capacidad de 1 litro de volumen, guantes descartables, mascarilla,
botas de jebe, indumentaria para monitoreo y plumones indelebles para rotular los envases.

Se utilizo las indicaciones tomadas para el muestreo en rios y lagos desde la orilla, usando
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los materiales descritos con anterioridad, el personal enjuaga el envase de plastico con el
agua en el punto de muestreo para luego sumergir el envase aproximadamente entre 20 y 30

cm y se colect6 la muestra con los envases rotulados anteriormente.

Las muestras se obtuvieron fueron colocados en la caja térmica con hielo, y transportado al
laboratorio para los andlisis respectivos (Arrojo et al., 2022; Ummalyma & Singh, 2022), ya
en el laboratorio, las muestras de agua fueron esterilizadas en un autoclave a 121°C por 30
minutos (Wang et al., 2022).

3.2.3.2 Cultivo, Monitoreo de crecimiento y Cosecha de Synechococcus sp. UCP002.
El cultivo, monitoreo crecimiento y cosecha de Synechococcus sp. UCP002, se desarrollo
siguiendo la metodologia propuesta por Cobos et al. (2022) y Pérez (2015); donde se preparo
un volumen de 1000 mL; y sometido a un fotoperiodo de luz oscuridad (12:12) a una
intensidad luminica de 100 pE.m? S?; y monitoreando el crecimiento mediante
espectrofotometria UV/Vis a una longitud de onda de 730 nm usando un espectrofotometro
UV/Vis NanoDrop 2000 (Thermo Fisher, EE. UU.); se logré separar la biomasa fresca del

medio de cultivo mediante centrifugacion.

Asimismo, en base al estudio de Cobos et al. (2022), se determino el parametro cinético de
tasa de crecimiento () y tiempo de duplicacion (ty) usando la ecuacion (1) y (2)
respectivamente, considerando el tiempo cada 48h y realizando un promedio para cada

tratamiento.

Ln(4f) — Ln(4)
tr— t;

Tasa especifica de crecimiento () =

1)

Ln(2)

Tiempo de duplicacion (tg) =

(2)

Donde A es la absorbancia medida a 730 nm al final del tratamiento (f) o inicial (i) en el

tiempo (t)
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3.2.3.3 Evaluacion de los ensayos de remocion de contaminantes en aguas residuales.
La elaboracion del tratamiento se desarroll6 bajo el disefio de Pérez (2015), modificando el
uso de medio de cultivo por el de CHU-10; y donde las concentraciones respectivas de agua
residual colectada para cada tratamiento fueron 100% (T1); 50% (T2), 25% (T3) y 0%
(Control).

Se desarrollo el procedimiento establecido y sugerido por LaMOTTE Company (2016) para
medir el amonio, nitratos y hierro. De este modo, se obtuvieron los datos de concentraciones
iniciales o pre-tratamiento (Sy), concentraciones finales o post-tratamiento (S;) y el
porcentaje de remocion eficiente (RE %) con la ecuacion (3) (Latiffi et al., 2021; Lopez-
Pacheco et al., 2021; Pishbin et al., 2021).

Sy —S
RE(%) = 05 S %100
0

(3)

Paralelamente se siguid el procedimiento desarrollado por Cobos et al. (2022) para el
monitoreo del crecimiento de Synechococcus sp. UCP002 mediante espectrofotometria
UV/Vis a una longitud de onda de 730 nm; obteniendo asi lecturas de la absorbancia (por

triplicado) para cada unidad experimental.

3.2.4 Descripcion y Procesamiento de Datos
Las mediciones para remocion de contaminantes se consideraron en dos etapas: Dia 0 (Pre-
tratamiento) y dia 14 (Post-tratamiento) (Pérez, 2015), registrados en una hoja de Excel

(Microsoft Office 365) para luego ser procesadas con el software Minitab (Version 21.1.0).

Se siguio6 el método ya establecido por Pérez (2015) para cultivo de microalgas; donde se
uso tres grupos de tratamientos mas un grupo control; se validé mediante el software Minitab
(Version 21.1.0), considerando una desviacion estandar (o) de 0,045 y un margen de error
(MDE) de 0,05; dando como resultado un tamafio de muestra igual a 4, como se evidencia
en la Tabla 8 (ver anexo). Se establecio los 4 grupos para evaluar el crecimiento de la
cianobacteria Synechococcus sp. UCP002; siendo estos codificados como Control,

Tratamiento 1 (T1) correspondiente a 100% de agua servida municipal del desagie,
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Tratamiento 2 (T2) correspondiente al 50% de agua servida municipal del desagle y
Tratamiento 3 (T3) correspondiente al 25% de agua servida municipal del desague. De este
modo, se dispuso un tratamiento con las muestras en matraz Erlenmeyer de 250 mL, para el

cudl cada grupo presento las siguientes composiciones:

Control (0% Agua servida municipal del desagiie) = 0 mL de Agua residual + 250 mL Medio
de cultivo CHU10 + 3 mL Muestra de Synechococcus sp. UCP002.

T1(100% Agua servida municipal del desagle) = 250 mL de Agua residual + 0 mL de Medio
de cultivo CHU10 + 3 ml Muestra de Synechococcus sp. UCP002.

T2 (50% Agua servida municipal del desagiie) = 125 mL de Agua residual + 125 mL de
Medio de cultivo CHU10 + 3 mL de Muestra de Synechococcus sp. UCP002.

T3 (25% Agua servida municipal del desagiie) = 62,5 mL de Agua residual + 187,5 mL de
Medio de cultivo CHU10 + 3 mL de Muestra de Synechococcus sp. UCP002.

La absorbancia se midio a 730 nm por triplicado por cada unidad experimental en los dias
0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 y 14. Las mediciones se hicieron con un espectrofotometro UV/Vis
NanoDrop 2000 (Thermo Fisher, EE. UU.) y registrados en la Tabla 5 (ver anexo) y
procesados para obtener la curva del perfil de crecimiento en la Figura 4. De manera similar,
se realizé las mediciones para el pH, registrados en la Tabla 7 (ver anexo), usando un pH
metro modelo 8297 pH Lab Swiss Mode Metrohm.
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4. Capitulo 4: Resultados

4.1 Objetivo Especifico 1

La Figura 1 muestra los resultados de la remocion por la cianobacteria de amonio en tres
tratamientos diferentes (T1, T2 y T3), comparando las concentraciones pre y post-
tratamiento. En el pre-tratamiento, se observan concentraciones elevadas de amonio en todos
los grupos, siendo T1 el que presenta la mayor concentracion inicial, sequido por T2y T3.
Especificamente, T1 muestra una concentracion cercana a 0,25 mg/L, T2 alrededor de 0,15
mg/L, y T3 aproximadamente 0,10 mg/L. Tras el tratamiento, se evidencia una disminucién
significativa en las concentraciones de amonio en todos los grupos. T1, a pesar de tener la
concentracion inicial mas alta, logra reducir los niveles por debajo de 0,10 mg/L. T2y T3
muestran reducciones atin mas notables, con concentraciones post-tratamiento muy cercanas

a Cero.

En términos de eficiencia de remocion, T2 demuestra el mejor rendimiento con un 88,89%
de remocion. T1, a pesar de partir de la concentracion mas alta, logra una remocion del
73,33%, mientras que T3 alcanza un 66,67% de remocion. Estos resultados sugieren que
todos los tratamientos son efectivos en la remocion de amonio, con T2 mostrando la mayor
eficiencia, seguido por T1 y T3. Es importante notar que, aunque T1 no tiene el porcentaje
de remocién mas alto, logra la mayor reduccion en términos absolutos debido a su alta

concentracion inicial.

Figura 1

Concentracion Pre y Post tratamiento de Amonio por tratamiento.

Amonio
0.35 +

S I
O 005 T I

0.00 . L . .
T1=73,33% T2 =88,89% T3 =66,67%

® Pre-Tratamiento Post-Tratamiento
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La Figura 2 muestra que, en el pre-tratamiento, se observan concentraciones elevadas de
nitratos en todos los grupos, con T1 presentando la mayor concentracion inicial, seguido por
T2y T3. Especificamente, T1 muestra una concentracion cercana a 6 mg/L, T2 alrededor de
4 mg/L, y T3 aproximadamente 3 mg/L. Después del tratamiento con la cianobacteria, se
evidencia una disminucion significativa en las concentraciones de nitratos en todos los
grupos. T1, a pesar de tener la concentracion inicial mas alta, logra reducir los niveles a
aproximadamente 0,75 mg/L. T2 muestra una reduccion ain mas notable, con una
concentracion post-tratamiento cercana a 0,5 mg/L, mientras que T3 mantiene una

concentracion post-tratamiento ligeramente superior a 1 mg/L.

En términos de eficiencia de remocion, T2 fue el grupo de tratamiento con mayor remocién
eficiente (88,89%); mientras que T1 consiguié una remocion eficiente del 73,33% y T3 una
remocion eficiente del 66,67%. Estos resultados indican que todos los tratamientos son
efectivos en la remocion de nitratos, con T2 mostrando la mayor eficiencia, seguido muy de
cerca por T1, y T3 mostrando una eficiencia considerablemente menor. Es importante notar
que, aungue T1 no tiene el porcentaje de remocion mas alto, logra la mayor reduccion en

términos absolutos debido a su alta concentracion inicial.

Figura 2

Concentracion Pre y Post tratamiento de Nitratos por tratamiento.

Nitratos

8.00 T
£ 7.00 1

1 I
1.00 I

0.00 . I . .
T1 = 88,89% T2 = 91.67% T3 = 50,00%

B Pre-Tratamiento Post-Tratamiento

En la Figura 3, se muestra los resultados de la remocion por la cianobacteria del hierro en
tres tratamientos diferentes (T1, T2 y T3), comparando las concentraciones pre y post-

tratamiento. En el pre-tratamiento, se observan concentraciones elevadas de hierro en todos
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los grupos, con variaciones minimas entre ellos. T1 presenta la mayor concentracion inicial,
cercana a 2,75 mg/L, seguido muy de cerca por T2 con aproximadamente 2,70 mg/L, y T3
con alrededor de 2,40 mg/L. Después del tratamiento con la cianobacteria, se evidencia una
disminucidn significativa en las concentraciones de hierro en todos los grupos. T1 reduce su
concentracion a aproximadamente 0,85 mg/L, T2 logra la menor concentracion post-
tratamiento con cerca de 0,70 mg/L, mientras que T3 mantiene la concentracion mas alta
post-tratamiento, ligeramente por encima de 0,70 mg/L.

Respecto a la eficiencia de remocidn, T2 demuestra el mejor rendimiento con un 91,67% de
remocién. T1 sigue de cerca con un 88,89% de remocién, mientras que T1 alcanza un
50,00% de remocion. Es notable que, a diferencia de los resultados para amonio y nitratos,
la eficiencia de remocion de hierro muestra una menor variabilidad entre los tratamientos.
Estos resultados indican que todos los tratamientos son efectivos en la remocion de hierro,
con diferencias menos pronunciadas en la eficiencia entre los grupos en comparacion con

otros contaminantes analizados.

Figura 3

Concentracion Pre y Post tratamiento de Hierro por tratamiento.
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Para validar la significancia de los resultados obtenidos, se realizaron diversas pruebas
estadisticas en los datos de los tres contaminantes estudiados: amonio, nitratos y hierro.
Inicialmente, se evaluaron los supuestos estadisticos necesarios para el analisis. Se aplicé la
prueba de normalidad de Anderson-Darlyn, obteniendo un valor p mayor al nivel de

significancia de 0,05 para todos los conjuntos de datos. Asimismo, se realizé la prueba de
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homocedasticidad, que también arroj6 un valor p superior a 0,05. Estos resultados
confirmaron que los datos cumplian con los supuestos requeridos para proceder con analisis

paramétricos.

Una vez validados los supuestos, se procedid a realizar la prueba t-student para datos
pareados. Esta prueba se aplicé para comparar las concentraciones pre y post-tratamiento de
cada contaminante. La hipotesis nula establecia que las medias eran iguales, mientras que la
hipétesis alternativa proponia que las medias post-tratamiento eran significativamente

menores que las de pre-tratamiento.

Para el amonio, los resultados de la prueba t-student (Tabla 9, ver anexo) mostraron un valor
p menor al nivel de significancia de 0,05. Esto llevd al rechazo de la hipdtesis nula,
proporcionando evidencia estadistica suficiente para afirmar que existe una diferencia

significativa entre las concentraciones pre y post-tratamiento.

En el caso de los nitratos, el analisis (Tabla 10, ver anexo) también arrojo un valor p inferior
al nivel de significancia. Este resultado permite rechazar la hipétesis nula, confirmando que
hay una diferencia estadisticamente significativa entre las concentraciones antes y después

del tratamiento.

Finalmente, para el Hierro, los resultados (Tabla 11, ver anexo) siguieron la misma
tendencia, con un valor p por debajo del nivel de significancia. Esto implica el rechazo de la
hipdtesis nula y proporciona evidencia estadistica solida de que existe una diferencia

significativa entre las concentraciones pre y post-tratamiento.

En conjunto, los analisis estadisticos realizados respaldan la efectividad del tratamiento con
la cianobacteria en la reduccién de las concentraciones de amonio, nitratos y hierro,
demostrando diferencias significativas entre los niveles pre y post-tratamiento para todos los

contaminantes estudiados.

Asimismo, en la Tabla 2 se observa que para el nitrato, todos los tratamientos presentan
concentraciones por debajo del limite para el ECA-Per( asi como del limite establecido por
la Directiva de la Union Europea (UE); de manera similar acontece con la concentracion de
amonio, estando por debajo del limite establecido por el ECA-Pert y la Directiva-UE; por
otro lado con respecto a la concentracion de hierro, todos los tratamientos presentaron

valores que superaron los establecidos por el ECA-Pert y Directiva-UE, siendo T1 con
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mayor concentracion (0.83 mg mL™) mientras que T2 y T3 presentaron los mismos valores
(0.67 mg mL1).
Tabla 2

Concentraciones iniciales, finales y porcentaje de remocion de nitrato, amonio y hierro.
Valores presentados como promedio + desviacion estandar (n = 3).

Cont Limite en Limite en
oma Legislacion Legislacion So S¢ RE
minant . Grupo 1 1
es Peruana Union (mg mL™) (mg mL™) (%)
(ECA)> Europea®
Control 0,00 0,00 -
Treatment 1 6,00 £ 0,00 0,67 £ 0,58 88,89 9,62
NO;-N 13 mgmL’ 15 mg mL™!
Treatment 2 4,00 + 0,00 0,33+ 0,58 91,67 + 14,43
Treatment 3 2,67+1,15 1,33 £0,58 50.00 + 0,00
Control 0,00 0,00 -
Treatment 1 0,25 +0,00 0,07+0,03  73,33+11,55
NH,"-N  0.053 mg mL™* 15 mg mL™!
Treatment 2 0,15+0,09 0,02 +0,03 93,33 + 11,55
Treatment 3 0,10 +0,00 0,03 +0,03 66,67 + 28,87
Control 0,00 0,00 -
Treatment 1 2,67 +0,58 0,83+0,29 66,67 16,67
Fe 0,3mg Lt 0,2 mg mL!
Treatment 2 2,67 +0,58 0,67 0,29 75,00 + 8,33
Treatment 3 2,33+0,58 0,67 0,29 69,44 + 17,35

Nota. 2Estandares de Calidad Ambiental Para Agua (2017). °Council Directive 91/271/EEC
of 21 May 1991 Concerning Urban Waste-Water Treatment, (1991).

4.2 Objetivo Especifico 2
En la Figura 4 se observa el crecimiento diferenciado entre los tratamientos, identificando
al Tratamiento 2 con un mejor perfil de crecimiento por encima de los demas tratamientos,

y con un margen de error minimo que lo diferencia de los otros grupos.

El perfil de crecimiento de la cianobacteria en diferentes concentraciones de aguas residuales
se muestra en la Figura 4. Esta figura revela la influencia de la concentracion de aguas
residuales y el ritmo de crecimiento de la cianobacteria. A lo largo del tiempo medido, se
observa que al cultivar la cianobacteria con el 50% de concentracion de aguas residuales
(T2), el crecimiento de la cianobacteria es mas rapido y sostenido. En un medio sin aguas

residuales (0%, Control), el crecimiento es inicialmente lento y se estabiliza hacia el dia 10.
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Absorbancia a 730 nm
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Al introducir una concentracion del 25% (T3), el crecimiento muestra un patron similar,
aunque con un ligero aumento en todo el periodo de cultivo. En una concentracion del 100%
(T1) de agua residual la cianobacteria experimenta un crecimiento similar al T3, alcanzando
picos mas altos al 10 y 12 dia, y luego una ligera disminucion a los 14 dias. En conjunto, el
estudio indica que empleando un 50% de aguas residuales, mayor es el ritmo de crecimiento
de la cianobacteria, aunque tiende a estabilizarse o disminuir ligeramente después de

alcanzar su maximo crecimiento.
Figura 4

Perfil de crecimiento de Synechococcus sp. UCP002 por nivel de tratamiento.

Perfil de Crecimiento

—e—Control (u=0,093+0.075;td="7,417)

Tratamiento 1 (u = 0,092 =0.092; td =7.513) . 1
1
Tratamiento 2 (u=0,132 £0,119; td = 5,256) T L
L
Tratamiento 3 (u = 0,100 = 0,089; td = 6,960) T W

Dias

El andlisis estadistico ANCOVA (Tabla 12, ver anexo) , planteé como hipotesis nula “la
concentracion de agua residual no afecta el perfil de crecimiento de Synechococcus sp.
UCP002”: Donde se obtuvo un valor p de 0,005 para el factor de Grupos (Control y

Tratamientos), y un valor p de 2,2 x 1013 para la covariable de Dias de medicion; por lo

26



tanto, se rechaza la hipotesis nula “la concentracion de agua residual no afecta el perfil de

crecimiento de Synechococcus sp. UCP002”.

Se desarrollo la prueba de normalidad con el método estadistico Anderson-Darlyng (Figura
7, ver anexo), donde se planted la hipétesis nula los errores si provienen de una poblacién
normal; y se determind que corresponden a una poblacién normal con un valor p de 0,805.
Seguidamente, se realizo la prueba de igualdad de varianzas mediante el método estadistico
de Bartlett (Figura 8, ver anexo), planteando como hipotesis nula las varianzas entre los
tratamientos son iguales; obteniendo un valor p de 0,254. De manera adicional, se comprob6
el supuesto de errores con el gréafico entre los valores residuales y orden de observaciones
(Figura 9, ver anexo) en donde no se observa tendencias a tener corridas de residuales

positivos y negativos.

El nivel de significancia fue del 5%, y la evidencia muestral es suficiente para afirmar que
las concentraciones de aguas servidas si influyen en el perfil de crecimiento de

Synechococcus sp. UCP002.

Asimismo, se ejecutd la prueba de Tukey (Tabla 13 y Figura 10, ver anexo), donde se
determin6é que a un nivel de significancia de 5% y una media de 0,136, con T2 como
tratamiento, se obtiene un mejor perfil de crecimiento para Synechococcus sp. UCP002, en
comparacion con los tratamientos que presentan minimamente 25% de concentracion de

aguas residuales.

Finalmente, se determind los parametros cinéticos para el crecimiento de Synechococcus sp.
UCPO002 por cada tratamiento, donde se observo que T2 presento la tasa de crecimiento mas
elevada (0,132 + 0,110) en comparacién al control (0,093 + 0,075), T1 (0,092 £ 0,099) y T3
(0,100 + 0,089); lo cual se corrobora con el tiempo de duplicacion estimado, donde T2 puede
duplicarse en menos tiempo (5,256 dias) con respecto al control (7,417 dias), T1 (7,513) y
T3 (6,960). A pesar de que la desviacidn estandar estimada para la tasa de crecimiento de
T2 también es mayor con respecto a los demas tratamientos y el grupo control, este
incremento se debe principalmente a la variacion de la tasa entre cada punto de muestreo,
como se observa en la Tabla 6, ya que el crecimiento de la cianobacteria (microalga) presenta
tanto una fase exponencial y estacionaria, lo cual hace variar la tasa entre cada punto de

monitoreo.
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4.3 Objetivo Especifico 3

Los datos obtenidos del pH demuestran un incremento considerable con tendencia a la
alcalinidad; en ese sentido, se realizd la prueba de normalidad de Anderson-Darlyn para
ambas variables analizadas, logrando tener un valor p de 0,354 para el pH (Figura 11, ver
anexo) y un valor p de 0,085 para la absorbancia (Figura 12, ver anexo) registrada del cultivo
de Synechococcus sp. UCP002 en los grupos de tratamientos; encontrandose ambos valores
por encima del nivel de significancia (0,05), por lo tanto ambas variables cumplen el
requisito de normalidad para poder realizar el analisis de correlacién demostrado en la Figura
5, donde se observa un comportamiento cuadratico. La prueba estadistica determin6 que la
relacion expresa en un 68,4% el comportamiento entre ambas variables, lo cual se corrobora

en el valor R? igual a 0,684.

Figura 5
Correlacion entre el pH y la absorbancia de Synechococcus sp. UCP002.
10,5 T
® 9 ®
9,5 r &: .............. Pecons ?.u.
0. o o
T 85 T . s e
® 9.0 ¢
.....,9‘ °
75 + . y =-53,108x* + 22,867x + 6,9109
Y 3 2=,684
6.5 | i ' ' '

2

0,000 0,050 0,100 0,150 0,200 0,250
Absorbancia a 730 nm

28



5. Capitulo 5: Discusion de Resultados

5.1 Objetivo Especifico 1

Los resultados obtenidos indican que Synechococcus sp. UCP002 puede utilizar tanto el
amonio como los nitratos para su metabolismo y crecimiento. Este hallazgo esta en linea con
estudios anteriores sobre la remocién de compuestos nitrogenados, como los realizados por
Aguilar-May y Del Pilar Sdnchez-Saavedra (2009), Cardenas y Sanchez (2013) y Salgado
etal. (2023). Adicionalmente, Aguilar-May y Del Pilar Sanchez-Saavedra (2009)
encontraron que la remocién de amonio es mas eficiente al séptimo dia del tratamiento,
atribuyendo este aumento a la adaptacion de las cianobacterias a condiciones de estrés. A
pesar de ello, la eficiencia en la remocién continta hasta el Gltimo dia del periodo de
tratamiento. Esta observacion se complementa con los hallazgos de Wang et al. (2022),
quienes reportan que la remocién de amonio puede incrementarse notablemente hasta el
décimo dia, en los efluentes de origen municipal tratados en esta investigacion. En adicion,
estas remociones logradas al encontrarse por debajo de los limites establecidos nacional e
internacionalmente suman a la premisa del potencial biotecnolégico de esta nueva
cianobacteria. Por tanto, la capacidad de las cianobacterias para reducir la concentracion de
contaminantes nitrogenados sugiere eficacia en tratamientos de remocion de nutrientes y

biorremediacion.

Asimismo, los resultados obtenidos en esta tesis, que muestran una produccion de biomasa
ventajosa en estos efluentes, son consistentes con los informes de Satya et al. (2023). Esto
refuerza la idea de que Synechococcus sp. UCP002 tiene un gran potencial en la
biotecnologia aplicada a la remocion de contaminantes nitrogenados. Por lo tanto, en
concordancia con el estudio de Samiotis et al. (2021), se puede concluir que Synechococcus
sp. UCP002 presenta un significativo potencial biotecnolégico para la remocion de

contaminantes nitrogenados en aguas servidas municipales.

A pesar de que Tambat, Patel, et al. (2023) nos indican que la presencia de metales pesados
en aguas servidas municipales es atipica; la carencia de un sistema diferenciado para aguas

residuales en Moronacocha justifica la presencia de este contaminante.

Los resultados han demostrado que las concentraciones finales de hierro para todos los
tratamientos se encuentran por encima de lo establecido por los estandares de calidad

nacional e internacional, lo que sugiere que Synechococcus sp. UCP002 no consigue
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remover este metal pesado acorde a los limites establecidos por el ECA-Peru y la Directiva-
UE, en las condiciones del bioensayo realizados en la presente investigacion. Sin embargo,
se ha logrado identificar que existe una elevada remocién eficiente del hierro por
Synechococcus sp. UCP002 que demuestra su potencial como una herramienta
biotecnoldgica para biorremediacion de aguas residuales. Este hallazgo concuerda con el
estudio de (Tambat, Patel, et al. (2023) donde la remocidn de estos contaminantes metalicos
se atribuye a un efecto metab6lico del microorganismo; el cual es dilucidado con mayor
detalle en un estudio realizado por Tambat, Tseng, et al. (2023), indicando que este proceso
de remocién en realidad es una transformacion desde un estado de oxidacion a otro;

resultando en un compuesto menos tdxico.

También, la investigacion realizada por Gomes et al. (2021) sugieren que el hierro, al ser un
metal traza, llega a cumplir una funcion importante en la fotosintesis de los
microorganismos. Las concentraciones de hierro registradas en esta tesis concuerdan con las
reportadas por Gomes et al. (2021); quien a su vez demuestra un incremento en el
crecimiento de Synechococcus sometida a una concentracion de 3 mg/L; mostrando un
comportamiento similar a lo obtenido en esta tesis con Synechococcus sp. UCP002. Por lo
tanto, la capacidad de Synechococcus sp. UCP002 para usar el hierro como parte
fundamental de su metabolismo, la convierte en una herramienta con potencial
biotecnologico para biorremediar aguas servidas del Lago Moronacocha y efluentes

residuales con metales como el hierro.

5.2 Objetivo Especifico 2

El mejor perfil de crecimiento de Synechococcus sp. UCP002 cultivado con 50% de aguas
residuales (T2), mas los parametros cinéticos determinados, indican que el agua servida
municipal del desaglie de Moronacocha presenta los nutrientes para que Synechococcus sp.
UCPO002 pueda crecer en las condiciones evaluadas. Este hallazgo es similar a los resultados
obtenidos por Arrojo et al. (2022), Samiotis et al. (2021) y Ummalyma y Singh (2022).
Asimismo, estas observaciones se complementan con los estudios de Lavrinovi¢s et al.
(2022) y Salgado et al. (2023); donde indican que los contaminantes aportan al incremento
de la biomasa de los microorganismos, lo cual se refleja en la densidad celular obtenida a

través de la absorbancia por espectrofotometria UV/Vis.

Las cianobacterias de la familia Synechococcus presentan perfiles de crecimiento

diferenciados de acuerdo con la composicion del medio de cultivo, como fue demostrado
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para Synechococcus elongatus PCC7942 (Samiotis et al., 2021). Los resultados de este
estudio se alinean con lo reportado por Arrojo et al. (2022), Pishbin et al. (2021) y
Wiodarczyk et al. (2020); quienes indican que a mayor concentracion de compuestos
nitrogenados de las aguas servidas se estimula el crecimiento de las cianobacterias. Estos
resultados se complementan con los estudios de Encarnacdo et al. (2023), Ferreira Carraro
et al. (2022) y Oktor, (2023), donde el color verde oscuro en los tratamientos indica un
incremento de biomasa y una densa composicion de nutrientes que favorece un crecimiento
6ptimo del microorganismo, lo que coincide con el T2 de la presente tesis y su tendencia a
tornarse verde oscuro en menos dias que los demés grupos de tratamientos. Por tanto, la
concentracion de nutrientes presentes en las aguas servidas municipales del desagiie de
Moronacocha, sumado a los altos valores de absorbancia obtenidos, sugieren que
Synechococcus sp. UCP002 presenta potencial biotecnolégico para remocion de nutrientes

en aguas servidas municipales.

5.3 Objetivo Especifico 3

El incremento del pH en paralelo al crecimiento de Synechococcus sp. UCP002 en los
tratamientos, sugieren que Synechococcus sp. UCP002 puede tolerar medios alcalinos. Este
hallazgo se alinea con los estudios de (Ferreira Carraro et al., 2022; Ummalyma & Singh,
2022), donde se sugiere que este incremento del potencial de hidrégeno es el resultado de
reducir el COz por actividad fotosintética. Esta premisa se complementa con el estudio de
Oktor (2023), donde la actividad fotosintética se relaciona al color verde de los cultivos, lo
cual se alinea con lo registrado en esta tesis, ya que los tratamientos se tornaron verde, y en
particular el T2 en menos tiempo que los demas. Asimismo, el hallazgo de Lopez-Pacheco
et al. (2021) indica que el incremento del potencial de hidrogeno en los tratamientos se
atribuye a la etapa adaptativa del microorganismo, donde se producen metabolitos
secundarios que interaccionan con el medio liquido y resultan en una tendencia alcalina; lo
cual es conveniente ya que los cuerpos de agua contaminados tienen a presentar medidas de
potencial de hidrogeno alcalinas o &cidas, lo cual limita las opciones biotecnologicas. Por
tanto, la capacidad adaptativa y tolerancia a medios alcalinos por Synechococcus sp.
UCP002, la convierten en una opcion biotecnoldgica viable y con potencial para

biorremediacion en aguas servidas municipales.
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6. Capitulo 6: Conclusiones
Objetivo Especifico 1:

La investigacién demuestra que Synechococcus sp. UCP002 es capaz de utilizar tanto nitrato
como amonio. Por lo tanto, se destaca la replicabilidad de su potencial biotecnoldgico en la
remocion de contaminantes nitrogenados en aguas servidas municipales. Si bien la remocién
del hierro no se ajusta a los parametros establecidos por el ECA-Peru y la Directiva-UE, esta
especie de cianobacteria muestra una considerable capacidad de reducir la concentracion del
contaminante, lo que sugiere su uso potencial en campos de biorremediacion. Estos
resultados, que estan alineados con otras investigaciones, demuestran la eficiencia de
Synechococcus sp. UCP002 en la mejora de la calidad del agua contaminada, destacando su
posibilidad de implementacion en précticas de biotecnologia ambiental en caso de

tratamientos de efluentes.
Objetivo Especifico 2:

Segun la investigacion, el crecimiento de Synechococcus sp. UCP002 es 6ptimo en un medio
con 50% de agua servida municipal mas medio CHU10, lo que sugiere que la fisiologia de
la cianobacteria presenta interacciones con las aguas servidas municipales ricas en
compuestos nitrogenados que favorecen la eutrofizacién. De forma coherente, lo mismo
ocurre con grupos de tratamientos realizados por otros investigadores, que demuestran como
los compuestos nitrogenados en las aguas residuales estimulan la biomasa de las
cianobacterias. El marcado incremento en la absorcidn y el color verde oscuro en los cultivos
afirman el potencial biotecnologico de esta cianobacteria (microalga) para el tratamiento de

aguas servidas municipales.
Objetivo Especifico 3:

Los resultados observados demuestran que Synechococcus sp. UCP002 puede soportar la
alcalinidad, como se evidencia en el pH medido en los tratamientos, en relacién con su
metabolismo fotosintético. La evidencia se correlaciona con publicaciones previas que
demuestran que la microalga ajusta su metabolismo para generar metabolitos compatibles
con el medio alcalino. Debido a que la mayoria de los cuerpos de agua contaminada suelen
tener valores de pH oscilantes. Esta tolerancia convierte a Synechococcus sp. UCP002 en

una opcidn viable para la rehabilitacion de aguas servidas municipales.
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7. Capitulo 7: Recomendaciones

El estudio demuestra resultados de eficiencia replicables en ambientes controlados; los
cuales indican los valores estimados posibles de remocion eficiente de las aguas servidas
municipales del Lago Moronacocha-Iquitos por parte de Synechococcus sp. UCP002 en las
condiciones evaluadas, por lo tanto, no garantizan la replicabilidad de resultados in situ
(aplicacion en el lugar de origen) en el Lago Moronacocha-lquitos; sin embargo, los
resultados son suficientes para cimentar el disefio y elaboracion de un bioensayo mas
complejo; siendo estos principalmente para optimizar los procesos de remocion acorde a la
presencia de compuestos nitrogenados y medios de cultivos en biorreactores, ya que se ha
demostrado que Synechococcus sp. UCP002 remueve de manera eficiente las

concentraciones de nitrato y amonio.

Es importante indicar que, debido a limitaciones de financiamiento y disponibilidad de los
equipos para los andlisis, no se pudieron realizar en su totalidad los analisis fisicoquimicos,
contaminantes especificos y microbiolégicos. Por lo tanto, se desconoce si Synechococcus
sp. UCP002 puede remover eficientemente otros contaminantes, o incluso inhibir el
crecimiento de microorganismos patdgenos; en ese sentido, se indica que se encuentran
abiertas las posibilidades de estudio en biotecnologia aplicada con microorganismos para
evaluar la fitotoxicidad en la cianobacteria para inhibir el crecimiento y/o reducir los

microorganismos patdgenos.
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Anexo(s)

Anexo 1: Presupuesto y cronograma

Tabla 3

Presupuesto del proyecto realizado.

Materiales Montos

Papeleria en General,

Gtiles y materiales de

oficina S/ 300.00

Articulos de Limpieza

para materiales de

laboratorio S/ 100.00

Materiales, Insumos,

Instrumental y

Accesorios S/ 3,000.00

Pasajes y gasto de

transporte al

laboratorio y sitio de

muestreo S/ 1,000.00

Servicio de Internet S/ 452.00

Servicios de

Impresion y

Encuadernacion S/ 200.00

Reactivos o productos

quimicos para el

bioensayo de

laboratorio S/ 2,500.00

Disponible

(permitido por

Equipos Coasesor de tesis)

Asesorias de Tesis S/ 154.00

Derecho de

Sustentacion S/ 1,972.00

TOTAL S/ 9,678.00
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Tabla 4

Cronograma de ejecucién del proyecto.

Remocion Eficiente de Nitrato, Amonio y Hierro en aguas servidas | pes Mes 1 Mes 2 Mes 3
municipales del Lago Moronacocha-lIquitos, mediante la
cianobacteria Synechococcus sp. UCP002. Semana |S1|S2|S3[S4|S1[S2[S3|S4[S1[S2|S3 |54
ACTIVIDAD

FASE 0: Busqueda de Informacion

Busqueda de Articulos Cientificos, Libros y Protocolos

Seleccion de Articulos Cientificos, Libros y Protocolos relevantes para la
investigacion.

Descripcion y Justificacion de la Problematica

FASE 1: Adaptacion y Evaluacion del Disefio Experimental

Creacion del bosquejo de disefio experimental

Evaluacion del Disefio Experimental

Correcciones del Disefio Experimental

Disefio Experimental Culminado

FASE 2: Implementacién del Ensayo Experimental

Preparacion de materiales y reactivos

Aislamiento de la cepa de Synechococcus sp. UCP002

Cultivo de Synechococcus sp. UCP002

Cosecha de Synechococcus sp. UCP002

Colecta de muestra de aguas servida municipal

Elaboracién de los grupos control y de tratamiento con tres concentraciones de
aguas servidas municipales

Medicién inicial de concentracién de Nitrato, Amonio y Hierro

Medicién del crecimiento celular de Synechococcus sp. UCP002

Medicién final de concentracion de Nitrato, Amonio y Hierro.

FASE 3: Procesamiento y Evaluacion de Resultados

Verificacion de los resultados obtenidos

Comparacion de resultados obtenidos con cada tratamiento y bibliografia.

Justificacion del tratamiento con mejores resultados

FASE 4: Conclusiones y Recomendaciones

Realizar las conclusiones y recomendaciones de la fase experimental

Preparacion del informe final
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Anexo 2: Mapa de urbanizacion por abastecimiento de desaglie en Moronacocha.
Figura 6

Extraccién del mapa de urbanizacion por abastecimiento de desagtie en Moronacocha.
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Nota: Adaptado de “Plan de desarrollo urbano sostenible de la ciudad de lquitos™, por

Municipalidad Provincial de Maynas, 2011.

Anexo 3: Registro de datos de Absorbancia y pH.

Tabla 5
Muestreo de Absorbancia a 730 nm cada 2 dias por Grupo de Tratamiento.
Sub- Absorbancia a 730 nm por Dia
GRUPOS Grupos 0 2 4 6 8 10 12 14
CA 0,038 0,057 0,053 0,083 0,103 0,125 0,140 0,146
CONTROL [CB 0,040 0,046 0,051 0,078 0,097 0,128 0,142 0,148
cC 0,042 0,047 0,049 0,081 0,102 0,130 0,140 0,150
T1A 0,037 0,053 0,136 0,105 0,117 0,150 0,166 0,146
TRATA';’"ENTO T1B 0,040 0,049 0,052 0,087 0,109 0,168 0,151 0,141
TIC 0,043 0,052 0,059 0,087 0,095 0,144 0,167 0,146
T2A 0,040 0,056 0,057 0,109 0,128 0,184 0,199 0,223
TRATAMIENT ' ’ ’ : ’ : : :
) 28 0,040 0,052 0,056 0,116 0,142 0,239 0,293 0,285
T2C 0,037 0,054 0,057 0,106 0,131 0,221 0,218 0,235
T3A 0,042 0,054 0,056 0,098 0,116 0,153 0,163 0,170
TRATA';MENTO T3B 0,046 0,055 0,064 0,096 0,102 0,149 0,160 0,166
T3C 0,038 0,055 0,064 0,097 0,109 0,156 0,167 0,172
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Tabla 6

Parametros cinéticos de cada tratamiento.

Parametros cinéticos

Tasa de crecimiento cada dos dias Tasade Desviacion | Tiempo de

GRUPOS 0-2 24 4-6 6-8 8-10 10-12 12-14 |crecimiento estandar duplicacién
CONTROL 0.110 0.009 0.230 0.112 0.118 0.048 0.025 0.093 0.069 7.417
TRATAMIENTO 1 0.126 0.239 0.062 0.069 0.183 0.023| -0.056 0.092 0.092 7.513
TRATAMIENTO 2 0.161 0.023 0.335 0.096 0.237 0.050 0.022 0.132 0.110 5.256
TRATAMIENTO 3 0.179 0.012 0.228 0.058 0.168 0.034 0.018 0.100 0.083 6.960

Tabla 7

Muestreo del Potencial de Hidrégeno cada dos dias por Grupo de Tratamiento.

Sub- Potencial de Hidrégeno por Dia

GRUPOS Grupos 0 2 4 6 8 10 12 14
CA 791 7,90| 8,01 8,76/ 9,50[ 9,88 9,69] 8,86
CONTROL (CB 8,25 8,15| 8,04 8,72] 9,39 10,32] 9,97| 8,87
CC 798| 7,92| 7,84/ 8,000 8,16/ 8,81| 9,20 8,72
T1A 9,20| 8,62] 8,05/ 8,36| 8,68/ 8,65 8,66 8,73

TRATAMIENT ’ ’ ’ . ’ : ’ .
1 © T1B 9,33 885| 8736/ 851] 865 9,69 987 8,60
T1C 9,27\ 8,77| 8727 844| 8,62 982| 9,82 9,15
T2A 9,06/ 8,61| 8,16/ 851| 885 9,75 9,74 8,88

TRATAMIENT ’ ’ ’ ’ : ’ ’ .
5 © T2B 8,56| 8,40] 825/ 852] 879/ 887 898 914
T2C 9,04 850 7,95/ 8,35 8,75 948| 9,70 9,37
T3A 9,05 8,63] 8,21 8,.84| 948 932| 9,66 894

TRATAMIENT ’ ’ ’ ’ : ’ ’ :
3 © T3B 9,17 8,70| 8,23| 8,70] 9,16] 9,21] 9,64 8,77
T3C 9,14/ 8,68 8,22| 8,77| 9,32| 9,27| 9,65 8,86
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Anexo 4: Prueba estadistica de tamafio de muestra

Tabla 8

Estimacién del tamafio de muestra.

Método Resultados

Parametros Media| Margende | Tamaio de
Distribucién Normal Error la Muestra
Desviacion Estandar 0,0449823 0,05 4
Nivel de Confianza 95%

Intervalo de Confianza Bilateral

Anexos 5: Pruebas estadisticas del primer objetivo

Tabla 9

Prueba t-student para la concentracion de Amonio.

Prueba T-Student Nitrégeno Amoniacal Estimacion para Diferencia de Pares
Hipdtesis Nula HO: p diferencia =0 Error
Hipotesis Alternativa  |H1: p_diferencia > 0 Desviacion | Estandar de 95% Limite Inferior para
Valor T Valor P Media Estandar la Media u_diferencia
6,20 0,00 0,1278 0,0618 0,0206 0,0895
Descripcion Estadistica
Desviacion | Error Estandar
Muestras N Media Estandar de la Media
Pre-Tratamiento 9 0,1667 0,0791 0,0264
Post-Tratamiento 9 0,0398 0,0333 0,0111
Tabla 10
Prueba t-student para la concentracion de Nitratos.
Prueba T-Student Nitratos Estimacion para Diferencia de Pares
Hipdtesis Nula HO: p_diferencia =0 Error
Hipotesis Alternativa  |HI: u_diferencia > 0 Desviacion | Estandar de 95% Limite Inferior para
Valor T Valor P Media Estandar la Media p_diferencia
571 0,00 3,444 1,81 0,603 2,322
Descripcion Estadistica
Desviacion | Error Estandar
Muestras N Media Estandar de la Media
Pre-Tratamiento 9 4,222 1,563 0,521
Post-Tratamiento 9 0,778 0,667 0,222
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Tabla 11

Prueba t-student para la concentracion de Hierro.

Prueba T-Student Hierro

Estimacion para Diferencia de Pares

Hipdtesis Nula HO: p diferencia =0 Error
Hipdtesis Alternativa  [H1: u_diferencia > 0 Desviaciéon | Estandar de 95% L imite Inferior para
Valor T Valor P Media Estandar la Media p_diferencia
8,98 0,00 1,833 0,612 0,204 1,454
Descripcién Estadistica
Desviacion | Error Estandar
Muestras N Media Estandar de la Media
Pre-Tratamiento 9 2,556 0,527 0,176
Post-Tratamiento 9 0,722 0,264 0,088
Anexo 6: Pruebas estadisticas del segundo objetivo
Tabla 12
Analisis ANCOVA.
Analisis de Covarianzas
Suma de
Grados de Cuadrados Media Cuadrética
Fuentes Libertad Ajustados Ajustada Valor-F Valor-P
Dia 1 0,087236 0,087236 177,55 2,2E-13
Grupo 3 0,007986 0,002662 5,42| 4,75E-03
Error 27 0,013266 0,000491
Total 31 0,108489
Resumen del Modelo
Desviacion Coeficiente de Coef. Det. Coef. Det.
estandar Residual | Determinacién Ajustado Predictivo
0.0221661 87.77% 85.96% 82.41%
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Figura 7

Prueba de normalidad de Anderson Darling para el perfil de crecimiento de Synechococcus
sp. UCP002.
Probabilidad de los Residuos
40 T
Media = -2,38524E-17
35 T Desv. Estandar = 0,02069
30 4 Anderson Darlyng = 0,225 & 4
Valor P= 0,805 l o
25 +
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15 + 0"
o ..'
10 + ,..--".f
Y 4
5 + U
o ]
0 ® : : : : |
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Figura 8

Prueba de homocedasticidad de Bartlett para el perfil de crecimiento de Synechococcus sp.

Prueba para Igualdad de Varianzas

T3

Prueba

Prueba

Metodo | Estadistica | Valor-P
T2 Bartlett 4,07 0,254
o |
c| [N
-0,05 0,05 0,15 0,25 0,35
UCP002.
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Figura 9

Prueba de errores aleatorios para el perfil de crecimiento de Synechococcus sp. UCP002.

-0,025 +

-0,05

Errores Aleatorios

Tabla 13

1

Prueba de Tukey para el perfil de crecimiento de Synechococcus sp. UCP002.

|Comparacién por Pares de Tukey

Informacion Agrupada Usando el Método de Tukey y 95% de Confianza
Grupo N Media Agrupacién
T2 8(0.136604 A
T3 810.107132 A B
T1 810.104167 B
C 8(0.094208 B
Prueba Simultanea para Diferencia de Medias
—lee.renCIas Diferencia Diferencia Intervalo de Confianza Valor-P
de Niveles de i de Error - - Valor-T _
— _ |deMedias| = . . Simultaneo al 95% - Ajustado
Grupo — | Estandar
T1-C 0.0100 0.0111 (-0,0204 : 0,0403) 0,9 0,806
T2-C 0.0424 0.0111 (0,0121:0,0727) 3,83 0,004
T3-C 0.0129 0.0111 (-0,0174 : 0,0433) 1,17 0,653
T2-T1 0.0324 0.0111 (0,0021 : 0,0628) 2,93 0,033
T3-T1 0.0030 0.0111 (-0,0274 : 0,0333) 0,27 0,993
T3-T2 -0.0295 0.0111 (-0,0598 : 0,0009) -2,66 0,059
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Figura 10

Intervalos de Confianza simultaneos de la prueba de Tukey al 95%.
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Anexo 7: Prueba estadistica del tercer objetivo

Figura 11

Prueba de Normalidad Anderson Darlyng para el Potencial de Hidrégeno.

Prueba de Anderson Darlyng para el Potencial de

Hidrogeno
100 + ™
Media = 8,610 o
90 T Desviacion Estandar= 0,7032 :
30 + N=32 :
Anderson Darlyng = 0,394 )
70 +  Valor-P = 0,354 e ¥
60 T ::
50 + 3
&
40 4 e
K
30 4 R
e
20 + < o®
S e
10 4 o0
o® ¢ -
0 ; ; ; ; ; ; ; |

52



Figura 12

Prueba de Normalidad Anderson Darling para la Absorbancia de Synechococcus sp.
UCPO002.
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Anexos 8: Evidencia de ejecucion del proyecto
Figura 13

Recoleccion de Muestra de Agua y Esterilizacion de Materiales.

Figura 14

Colecta y Cultivo de Synechococcus sp. UCP002.

Figura 15

Uso del Kit LaMotte para determinacion de la concentracion de los contaminantes.
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