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RESUMEN

Los cuerpos de agua superficial en areas urbanas de Costa Rica, como las lagunas del Parque
de La Paz y el rio Toyogres, enfrentan severos problemas de contaminacion debido a fuentes
puntuales y difusas. En respuesta a estos desafios y alineandose con el Objetivo de Desarrollo
Sostenible (ODS) 6.6, esta investigacion evalua la viabilidad de una estrategia de
biorremediacion con microalgas autdctonas. Se realizaron pruebas de inhibicion del
crecimiento con microalgas para evaluar la reduccion de toxicidad en el agua y el sedimento
de estos cuerpos de agua. A través de estas pruebas, se identifico a Chlorella sp. como la
microalga mas prometedora para la remediacion debido a su adaptabilidad y eficacia en
condiciones estresantes. El estudio revela que la toxicidad en el Parque de la Paz aumenta en
la temporada lluviosa, atribuible al arrastre de contaminantes por escorrentia; mientras que
en el rio Toyogres disminuye, probablemente por la dilucion debida al aumento de caudal
por las precipitaciones. Se desarrollé una metodologia de biorremediacion a gran escala que
contempla la aplicacion semanal de inoculos de microalgas en bolitas de arcilla para
optimizar la reduccion de la toxicidad y contribuir a la restauracion de la salud ecoldgica del
sistema. Esta estrategia se presenta como una solucidon replicable para contribuir en la
recuperacion de cuerpos de agua urbana en conjunto con medidas de accién como la
reduccion de contaminacion por fuentes puntuales y la participacion comunitaria en la

proteccion del ecosistema.

Palabras clave: Biorremediacion, Microalga Chlorella sp., Cuerpo de agua superficial,

Toxicidad, Inhibicion del crecimiento.
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ABSTRACT

Surface water bodies in urban areas of Costa Rica, such as the lagoons of Parque de La Paz
and the Toyogres River, face severe pollution problems due to point and diffuse sources. In
response to these challenges and aligning with Sustainable Development Goal (SDG) 6.6,
this research evaluates the feasibility of a bioremediation strategy using native microalgae.
Growth inhibition tests were conducted with microalgae to evaluate the reduction of toxicity
in the water and sediment of these water bodies. Through these tests, Chlorella sp. was
identified as the most promising microalgae for remediation due to its adaptability and
efficacy under stressful conditions. The study reveals that toxicity in Parque de La Paz
increases during the rainy season, attributable to the entrainment of pollutants by runoff,
while in the Toyogres River, toxicity decreases, probably due to dilution caused by increased
water flow during rainfall. A large-scale bioremediation methodology was developed,
involving the weekly application of microalgae inoculums in clay pellets to optimize the
reduction of toxicity and contribute to the restoration of the ecological health of the system.
This strategy is presented as a replicable solution to contribute to the recovery of urban water
bodies in conjunction with action measures such as the reduction of point source pollution

and community participation in the protection of the ecosystem.

Keywords: Bioremediation, Chlorella sp. Microalgae, Surface Water Body, Toxicity,
Growth Inhibition.
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1. INTRODUCCION

El Objetivo de Desarrollo Sostenible (ODS) 6.6 establece la necesidad de recuperar los
ecosistemas asociados al agua, para lo cual, es necesaria la adopcion e implementacion de
practicas sostenibles del recurso hidrico y la mejora de su calidad a través de la reduccion de
la contaminacién [1]. Para conseguir este objetivo, la recuperacion de un cuerpo de agua que
atraviesa una zona urbana requiere dos niveles de accion: la reduccion de las fuentes de
contaminacion como los vertidos, y la remediacion de la contaminacion existente que puede
afectar al cuerpo de agua a largo plazo.

La contaminacion a largo plazo de los cuerpos de agua tiene como fuente principal la
acumulacion de sustancias o residuos contaminantes en los sedimentos y en las zonas
aledafias [2], la cual puede resultar de una contaminacion directa o difusa [3].

Esta investigacion se enfoca en el estudio de dos tipos de cuerpos de agua superficial situados
en areas urbanas de Costa Rica, las lagunas del Parque de La Paz, ubicadas en San José y el
rio Toyogres, localizado en Cartago. Las lagunas son caracterizadas por ser cuerpos de agua
estaticos, sin entradas ni salidas identificables, y de las cuales no se tiene informacién
actualizada sobre su estado de contaminacion. Por otro lado, el rio Toyogres, se ha
caracterizado por niveles de contaminacion muy severa, segin un informe disponible desde
1982 [4]. Este informe sefiala como principales fuentes de contaminacion los vertidos de
aguas domésticas y las descargas provenientes de las zonas agropecuarias situadas en la parte
alta del rio. Ademas, un estudio reciente del indice de Calidad del Agua (ICA), realizado
sobre el rio Toyogres indica que, en el punto de muestreo de esta investigacion, conocido
como Puente TEC, hay una contaminacion critica y persistente[5].

El proceso de biorremediacion en cuerpos de agua hace referencia al uso de microorganismos
que tienen la capacidad de desintoxicar, reducir, degradar, mineralizar o transformar
contaminantes toxicos o inestables en formas menos perjudiciales y mas estables [6].
Ademas, se ha comprobado que las microalgas pueden descomponer multiples compuestos
contaminantes orgdnicos e inorganicos como los medicamentos, metales pesados,
plaguicidas, entre otros [7].

Teniendo en cuenta los datos disponibles sobre los cuerpos de agua previamente
mencionados y las investigaciones previas sobre la efectividad de procesos de

biorremediacion, se plantea la posibilidad de enfrentar los problemas de contaminacién
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presentes en las lagunas del Parque de la Paz y el rio Toyogres, mediante un enfoque de
biorremediacion, proporcionando un ejemplo replicable para otros entornos urbanos
contaminados. Se utilizd una prueba de inhibicion del crecimiento con microalgas para
evaluar la toxicidad de las muestras de agua y sedimento, estos organismos se utilizan como
indicadores efectivos de la calidad del agua debido a su sensibilidad [8].

En conclusion, este proyecto de investigacion propone una estrategia de biorremediacion que
contribuye a la recuperacion de cuerpos de agua al reducir la toxicidad de estos cuerpos de

agua y restaurar el equilibrio ecologico, alineandose con el ODS 6.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo general

Formular una estrategia de biorremediacion con microalgas para la recuperacion de cuerpos

de agua superficial usando como modelos las lagunas del Parque de La Paz y el rio Toyogres.

1.1.2 Objetivos especificos

e Evaluar la toxicidad de cuerpos de agua superficial mediante una prueba de inhibicion
del crecimiento con microalgas.

e Definir microalgas adecuadas para la biorremediacion de cuerpos de agua superficial
segun su tolerancia a la contaminacion del agua.

e Determinar la viabilidad de la biorremediacién de cuerpos de agua superficial con

microalgas a gran escala segun criterios técnicos.
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2 MARCO TEORICO
2.1 Contaminacion ambiental en cuerpos de agua superficial

Los ecosistemas acuaticos son fundamentales para el bienestar del planeta y de todos los
seres vivos, ya que proporcionan vida, sustento y oportunidades de recreacion. Entre ellos se
encuentran los cuerpos de agua superficiales conformados por la masa de agua, el lecho de
sedimento y el entorno que lo rodea; los cuales en conjunto proporcionan hébitats para una
gran diversidad de formas de vida y cumplen funciones cruciales en los ciclos hidrologicos
[9]. Ejemplos de estos cuerpos de agua incluyen los rios, quebradas, lagos, lagunas, embalses
(naturales o artificiales), asi como turberas o pantanos de agua dulce que se distribuyen sobre
la superficie terrestre .

En Costa Rica el crecimiento poblacional y la industrializacion han intensificado la
contaminacion de los cuerpos de agua a un ritmo alarmante. Se estima que estos reciben
diariamente alrededor de 450 000 m* de aguas residuales, lo que equivale al 84% de las aguas
residuales domésticas y al 54% de las aguas residuales industriales generadas en el pais [10].
Esta contaminacion no solo afecta la vida acuética, sino que también pone en riesgo la salud
humana, al introducir sustancias y agentes externos que alteran el equilibrio natural de estos
ecosistemas 2. La degradacion del agua compromete su capacidad para mantener funciones

ecologicas esenciales y genera efectos negativos a largo plazo para el ambiente.

2.1.1 CAUSAS DE CONTAMINACION EN CUERPOS DE AGUA SUPERFICIAL

La contaminacion presente en cuerpos de agua superficial puede tener varias causas, entre
las cuales se incluyen procesos naturales, como las erupciones volcanicas que emiten gases
y particulas, y deslizamientos de tierra que aportan sedimentos. Asimismo, también existen
las causas antropogénicas como la generacion de aguas residuales domésticas e industriales
[10].

El proceso de contaminacién en un cuerpo de agua puede introducirse directamente o de
forma difusa. La contaminacion directa ocurre cuando las fuentes de contaminacion son

claramente identificables y estan ubicadas las descargas en un sitio especifico [3]. Ejemplos

14
! Reglamento para la Evaluacion y Clasificacion de la Calidad de Cuerpos de Agua
Superficiales N° 33903," Sistema Costarricense de Informacién Juridica.
2 Ley Organica del Ambiente N° 7554, Sistema Costarricense de Informacion Juridica.



comunes incluyen vertidos de fabricas y de plantas de tratamiento de aguas residuales
residenciales.

La contaminacion difusa es aquella que proviene de multiples fuentes dispersas a través de
procesos de escurrimiento terrestre, precipitacion, infiltracion o deposicion atmosférica, que
resultan dificiles de rastrear porque no estan localizadas ni son continuas [11]. Las principales
fuentes se encuentran relacionadas con actividades agricolas y ganaderas ya que por medio
de la escorrentia superficial se disuelven y arrastran plaguicidas y fertilizantes hacia los
cuerpos de agua (Figura 1) . En areas urbanas la contaminacion difusa deriva principalmente
del trafico vehicular y las sustancias toxicas de actividades industriales [3].

Atmosfera

Deposicién seca de contaminantes
Emisién de Contaminantes orgdnicos persistentes, metales
pesados, etc.

R - -

Casas, industrias,
transportes

Precipitaciones/deposicién
himeda de contaminantes

Escorrentias superficiales

Agricultura

Transporte de
sedimientos y

contaminantes
Fuente de contaminacion
\ 4 puntual A 4

Suelo superficial

Accumulacién y degradacién
Zona no saturada de contaminantes en los

Transporte/degradacion de
suelos

contaminantes

Zona saturada

Fig 1. Dindmica de los contaminantes por fuentes difusas [11].

2.1.2 TIPOS DE CONTAMINANTES EN CUERPOS DE AGUA SUPERFICIAL

Los cuerpos de agua superficial pueden estar contaminados por una amplia variedad de
sustancias que pueden afectar negativamente tanto al medio ambiente como a la salud
humana, estos pueden clasificarse segun sus caracteristicas quimicas en inorganicos y
organicos. Algunas familias de contaminantes inorgéanicos incluyen las sales, minerales,

acidos, bases y metales pesados como el mercurio y el plomo [12]. El origen de estos
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compuestos puede proceder de minerales presentes en la corteza terrestre, procesos
volcénicos, asi como también de la accion humana [13].

Por otra parte, algunos ejemplos de contaminantes orgédnicos son los hidrocarburos,
alcoholes, aminas y polimeros [14]. También existen compuestos organicos sintéticos como
los contaminantes emergentes, que se pueden categorizar en plaguicidas, medicamentos,
productos farmacéuticos y de cuidado personal [15]. La mayoria de los compuestos sufren
diversos grados de transformaciones en el medio ambiente debido a procesos abioticos y

bioticos que incluyen hidrolisis, fotolisis y oxidacién [16].

2.2 METODOS PARA MEDIR LA CONTAMINACION

La medicién de la contaminacion es fundamental para evaluar su magnitud e impactos en el
medio ambiente y la salud humana. Por lo que se han desarrollado distintos métodos para
realizar estas estimaciones, los cuales se pueden agrupar en métodos fisicos, quimicos y
bioldgicos.

Los métodos fisicos se centran en la medicion de caracteristicas fisicas del agua, como la
temperatura, la turbidez (que indica la transparencia), los solidos totales (material solido
suspendido), la conductividad eléctrica (que refleja la cantidad de iones) y el pH (que indica
la acidez o alcalinidad) [17].

Los métodos quimicos se utilizan para analizar la composicion quimica del agua y detectar
la presencia y concentracion de diversos contaminantes. Por ejemplo, se puede medir la
concentracion de nutrientes mediante espectroscopia, metales pesados mediante
espectrometria de llama y compuestos organicos como plaguicidas mediante cromatografia
[17].

La aplicacién de métodos quimicos para medir la contaminacién en cuerpos de agua de flujo
continuo como el rio Toyogres, es compleja debido a que cada afio se liberan nuevas
sustancias al ambiente. Estas sustancias presentan concentraciones y una diversidad de
compuestos dificiles de medir, ya que en su mayoria se encuentran como mezclas diversas
[18]. Por esta razon, esta investigacion se plantea el uso de microorganismos para la
deteccion de toxicidad en las fuentes de agua.

Los métodos biologicos utilizan organismos vivos, como bacterias, algas o peces, para

evaluar la toxicidad y detectar la presencia de contaminantes. Entre estos métodos se incluyen
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las pruebas de toxicidad, en las cuales los organismos son expuestos a entornos
contaminados. Los bioensayos que evaltian el efecto toxico de mezclas de compuestos
mediante la exposicion de organismos a muestras de agua o sedimento contaminados.
Ademas, se utiliza el biomonitoreo activo que consiste en introducir organismos sensibles en
un sitio contaminado durante un periodo de tiempo definido, para observar y evaluar su
desarrollo [19]. Las microalgas, en particular, son bioindicadores de contaminacion y de la
calidad del agua, debido a su alta sensibilidad a los cambios ambientales, la facilidad de

muestreo y el amplio conocimiento de su metabolismo [20].

2.2.1 Prueba de inhibicion del crecimiento

Para el desarrollo de este proyecto se utilizo la Prueba de Inhibicion del Crecimiento de Algas
de Agua Dulce y Cianobacterias como metodologia principal. La misma tiene como objetivo
evaluar el efecto de una sustancia sobre el crecimiento de estos organismos. Durante el
experimento, se cuantifica el aumento de biomasa (tasa de crecimiento especifica promedio)
a lo largo del periodo de exposicion mediante conteos celulares al microscopio. Esto permite
comparar la respuesta de los organismos expuestos a la sustancia con aquellos no expuestos

(Figura 2), las cuales se mantienen en condiciones 6ptimas de nutrientes y luz continua [21].

W, ol

Fig 2. Representacion de conteos celulares al microscopio.

Se deben tomar en cuenta las siguientes consideraciones para el disefio del ensayo [21]:

El disefio de la prueba debe incluir tres réplicas para el tratamiento y minimo tres réplicas del
control. Cuando se utiliza un disolvente para solubilizar la sustancia de prueba, se deben
incluir en el disefio de la prueba controles adicionales que contengan el disolvente a la misma

concentracion que la utilizada en los cultivos de prueba.
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La biomasa inicial debe ser lo suficientemente baja como para permitir un crecimiento
exponencial durante todo el periodo de incubacién se recomienda 10*. Se utiliza medio de
cultivo 6ptimo para el crecimiento y mantenimiento de microalgas conocido como Blue-
Green 11 medium (BG11), el cual asegura la cantidad de nutrientes necesarios incluso para
3 semanas de crecimiento.

Una tasa de crecimiento especifica significativamente mas baja en el primer dia, en
comparacion con la tasa de crecimiento promedio total, puede indicar una fase de latencia.
Esto sugiere que los organismos estan ajustando su fisiologia para adaptarse a las condiciones
del nuevo medio. También puede reflejar un proceso de recuperacion después de un estrés

toxico inicial.

2.3 RECUPERACION DE CUERPOS DE AGUA SUPERFICIAL MEDIANTE
BIORREMEDIACION

La recuperacion de cuerpos de agua superficial no implica necesariamente devolver el
sistema a su estado original exacto. En cambio, se pueden realizar esfuerzos para mejorar la
calidad, funcionalidad y salud ecologica del sistema afectado [22]. Para lograrlo, se requiere
un enfoque multidimensional que combine regulaciones ambientales efectivas, tecnologias
sostenibles, sistemas de tratamiento de aguas residuales y la gestion adecuada de residuos.
La integracion de practicas agricolas e industriales responsables, junto con la preservacion
de ecosistemas naturales, es fundamental para minimizar el impacto de las fuentes de
contaminacion. Ademas, la participacion comunitaria y la educacion ambiental desempefian
un papel crucial en la proteccion y restauracion de estos ecosistemas [23].

Una estrategia para recuperar cuerpos de agua es la biorremediacion, una herramienta que
permite recuperar el equilibrio natural de un sitio contaminado [24]. Esto se logra utilizando
organismos vivos para degradar, neutralizar, desintoxicar o inmovilizar contaminantes [6].
Estos organismos, como bacterias, hongos, plantas o microalgas, aprovechan los
contaminantes como fuente de alimento y energia, lo que facilita su eliminacion. Una de las
principales ventajas de la biorremediacion es que es un proceso natural que no perturba
demasiado el sitio ni afecta la comunidad circundante. Ademas, genera pocos subproductos,

los cuales no representan una amenaza para el ecosistema [25]. Un ejemplo comun es el uso
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de microorganismos para la biorremediacion de derrames de petroleo. Los organismos
absorben el petrdleo mientras consumen oxigeno y otros nutrientes, liberando agua y gases
como subproductos. Este proceso es eficaz y menos invasivo que otros métodos de limpieza,
como la excavacion o el uso de quimicos. Ademas, la biorremediacién es una alternativa
rentable, ya que requiere menos maquinaria, mano de obra y energia en comparacion con

otros enfoques de descontaminacion [25].

2.3.1 Técnicas de biorremediacion

Existen dos técnicas de biorremediacion ex situ la cual consiste en el transporte del material
contaminado para ser tratado en biorreactores, compostaje, biopilas o biolabranza. Asi como
también se puede realizar el tratamiento de los contaminantes in situ, es decir, que ocurren
en el lugar [6]. Lo cual puede lograrse al agregar aire (bioventeo), nutrientes
(bioestimulacion) y la bioaumentaciéon consiste en la adicion de microorganismos
competentes, bien sean autdctonos o exdgenos, para la degradacién de contaminantes [26].
La bioaumentacion puede ser exitosa al considerar la biodisponibilidad, concentracion, y
toxicidad de los contaminantes sobre los microorganismos, asi como la presencia de

depredadores y competencia entre especies [27].

2.3.2 Tipos de organismos utilizados en la biorremediacion

Los diferentes tipos de biorremediacion se pueden clasificar por los organismos utilizados,
como por ejemplo la fitorremediacion (Figura 3.a) utiliza plantas para reducir la movilidad
de los contaminantes o extraerlos de la matriz contaminada, logrando esto mediante dos
mecanismos la acumulacion e inmovilizacion en las raices y en la parte aérea de las plantas,
o lavolatilizacion a la atmoésfera [28]. En la micorremediacion (Figura 3.b) se utilizan hongos
para la descomposicion y transformacion de contaminantes organicos, entre ellos,
plaguicidas, hidrocarburos aromaticos policiclicos, residuos de diésel, productos
farmacéuticos [29].

La ficorremediacion (Figura 3.c) utiliza la capacidad de las microalgas para realizar la
fotosintesis, aprovechando los sustratos de carbono organico e inorgénico, posicionandose
como productoras primarias en las cadenas troficas [30]. Son utiles por su capacidad de

biorremediar contaminantes como hidrocarburos poliaromaticos, plaguicidas como
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clorpirif6s, metales pesados como cadmio y contaminantes emergentes como medicamentos

o productos de cuidado personal que se clasifican como disruptores endocrinos [31], [32].

2)

X

J
[

Fig 3.Tipos de Biorremediacion. (a) Fitorremediacion. (b) Micorremediacién. (c) Ficorremediacién.

Las microalgas son un grupo de organismos procariotas y eucariotas, capaces de aprovechar
la energia luminica y el dioxido de carbono para producir biomasa y oxigeno [33]. Su cultivo
comienza en biorreactores cerrados a pequefia escala, y luego se escala a sistemas de cultivo
abiertos tipo raceway, los cuales permiten cosechar grandes volimenes de microalgas de
manera mas eficiente [33]. Para optimizar el cultivo de microalgas y lograr que dupliquen su
biomasa en un rango de 3.5 a 24 horas, es fundamental controlar factores como el pH, la
salinidad, la disponibilidad y concentracion de nutrientes, la intensidad y el tipo de luz, la
densidad celular del cultivo, la temperatura, la depredacion por otros organismos y la
contaminacion del medio [34].

Las microalgas emplean tres mecanismos para el proceso de remediacion la bioadsorcion,
bioabsorcion y la biodegradacion [7]. La bioadsorcidon ocurre cuando las sustancias se
adsorben en la pared celular (Figura 4.a), es un proceso pasivo en el cual el contaminante no
actua metabolicamente con la microalga [35]. El segundo mecanismo es la bioabsorcion o
bioacumulacion que implica el transporte del contaminante al interior de la célula (Figura
4.b), ya sea por difusion pasiva, difusion facilitada o absorcion activa. Por ultimo, la
biodegradacion, que consiste en la transformacion de compuestos complejos en moléculas
de descomposicion mas simples mediante degradacion metabolica catalitica (Figura 4.c), esto
puede ocurrir intracelular o extracelularmente [7]. Ademas, las microalgas producen enzimas
y compuestos bioactivos, que las hacen ideales para la recuperacion de entornos

contaminados porque aceleran los procesos naturales de restauracion [36].
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Fig 4. Mecanismos de degradacion. (a) Bioadsorcion. (b) Bioabsorcion. (c) Biodegradacion.

2.3.3 Microalgas recomendadas

La aplicacion de ficorremediacion implica seleccionar especies de microalgas que soporten
las condiciones del medio y las posibles concentraciones de contaminantes, a continuacion,
se muestran investigaciones de los 4 tipos de microalgas que se utilizaron en la investigacion:
La microalga Chlorella sp. crece en agua dulce e incluso en suelos encharcados y esta
presente en la Tierra desde hace 2 500 millones de afios y desde entonces su integridad
genética se mantiene constante. Se caracteriza por ser un alga unicelular que posee un tnico
cloroplasto y un nucleo, tiene forma esférica o elipsoide, mide entre 2-10 um de diametro,
en la Figura 4 se muestra como se ven las células al microscopio [30].

Estos microorganismos son adecuados para la biorremediacion debido a su robustez y
adaptabilidad, ya que tienen la capacidad de crecer con diferentes tipos de alimentacion,
pueden tolerar ambientes hostiles en términos de temperatura, deficiencia de nutrientes, pH
y salinidad [30]. Ademas, se ha encontrado que estas microalgas forman parte de la
microflora autdéctona de aguas naturales y establece sinergias con otros microorganismos
para lograr la biorremediacion [8].

Chlorella sp. se considera uno de los géneros con mayor tolerancia, ha demostrado una
notable capacidad para eliminar nutrientes, carga organica y metales como aluminio, calcio,
hierro, magnesio y manganeso, con porcentajes entre el 56 y el 100% [37]. También se ha
utilizado para remover contaminantes emergentes, como el florfenicol, un antibidtico
comunmente utilizado en la acuicultura, logrando una eliminacion superior al 95%,

principalmente a través de la biodegradacion. Asimismo, se ha demostrado su capacidad para
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eliminar medicamentos como el ibuprofeno 94% =+ 1%, el acido salicilico 98% = 2% y el
triclosan 100% + 0% [38].

Scenedesmus sp. es una especie de microalgas de agua dulce estudiada por su capacidad para
remover nutrientes inorganicos de aguas residuales. Al usar nitrato o urea como fuente de
nitrogeno se logroé remover 90% de nitrogeno total y casi el 87.8% de fosforo total [39]

De acuerdo con [40], Scenedesmus sp. tuvo un buen desempeio en el tratamiento de aguas
residuales de una teneria, demostr6 una relacion inversa entre el aumento de la biomasa y la
disminucién en la concentracion de compuestos como cromo 98%, nitratos 90%, fosfatos
99% y la demanda bioquimica de oxigeno 88%, por lo que concluyd que esta microalga
emplea el agua residual como un sustrato de crecimiento 6ptimo.

Otra especie de microalga que ha resultado exitosa en la biorremediacion es Anabaena sp.,
se reporta su capacidad de remover un 93% la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO), 98%
cromo, aceites, grasas y una reduccion considerable de Demanda Biologica de Oxigeno
(DBO), turbidez y s6lidos disueltos en aguas residuales [41]. Otro caso de estudio mostrd
que Anabaena sp. logré remover un 91,18% DBO, 82,54% DQO y 70,88% de metales
pesados en efluentes de aguas farmacéuticas y textiles [42].

Nostoc sp. se destaca por ser capaz de prosperar en condiciones extremas como altas
temperaturas, pH 4cidos, altas concentraciones de sal y metales pesados, por lo que el estudio
[43] evalud su potencial para remediar las aguas del rio Yamuna. Principalmente ha sido
utilizada para la recuperacion de cuerpos de agua por su capacidad de remocion de nutrientes,

en una laguna con actividad piscicola logré remover mas del 50% de nitratos y fosfatos [44].

Chlorellasp. Scenedesmus sp.

Anabaenasp.

Nostoc sp.

Fig S. Microalgas autoctonas utilizadas en la investigacion.
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2.3.4 Proceso de biorremediacion

El proceso de biorremediacion es un conjunto de acciones y procedimientos disefiados para
recuperar cuerpos de agua afectados por la contaminacion, llevandolos a un estado seguro y
saludable para el ecosistema [45].

Se proporciona un marco general para desarrollar un proceso de biorremediacion con
microalgas [45], abordando los siguientes aspectos clave:

1. Investigacion y caracterizacion de la contaminacion y el sitio a remediar determinacion de
la composicion quimica de los contaminantes, concentracion, identificacion de los
microorganismos nativos, niveles de oxigeno, pH y temperaturas; asi como de las
caracteristicas hidrogeoldgicas.

2. Propuesta de biorremediacion en funcion del estudio realizado se debe determinar la
técnica de biorremediacion que se ajuste a las condiciones encontradas y los recursos
necesarios.

3. Desarrollo del inéculo de los organismos seleccionados para realizar el cultivo y
escalamiento respectivo.

4. Aplicar el tratamiento adecuado en la zona afectada, se debe seguir el mecanismo que
favorezca las condiciones de los organismos seleccionados.

5. Control y seguimiento de la efectividad del sistema elegido se debe contar con técnicas de
evaluacion, por ejemplo, medicion de la concentracion de contaminantes, pruebas de

inhibicién del crecimiento.

) N
W Técnica de  biorremediacion, Mecanismo de aplicacion permita

contacto efectivo entre
contaminante y microorganismos.
Asegurar condiciones para el
desarrollo del microorganismo

Caracterizacion del sitio Realizar el cultivo y Control periédico del avance
quimica, fisica, espacial. escalamiento del de la biorremediacion
microorganismo

cantidades y tipos de
microorganismos, recursos
humanos, econémicos y tiempo

Fig 6. Proceso de biorremediacién [45].
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3 METODOLOGIA

La metodologia se divide en tres secciones la primera es del parque La Paz, para evaluar la
toxicidad del agua y definir cuales microalgas son adecuadas para la biorremediacion. En
segundo lugar, la del Rio Toyogres para simular la biorremediaciéon del sedimento.

Finalmente, la tercera sobre la viabilidad de la estrategia a gran escala.

3.1 LUGARES DE ESTUDIO

Los lugares de estudio de esta investigacion son cuerpos de agua superficial del Gran Area
Metropolitana (GAM) de Costa Rica los cuéles estdn expuestos a fuentes de contaminacion

que afectan sus condiciones naturales.

3.1.1 Lagunas del Parque de La Paz en San Sebastian, San José

El Parque de la Paz es uno de los pocos sitios con areas verdes que presta servicios
ecosistémicos en el distrito de San Sebastidn en la ciudad de San José. Este sitio fue
seleccionado porque estd interconectado con el Corredor Bioldgico Interurbano Maria
Aguilar un espacio que contribuye al mantenimiento de la biodiversidad, posibilitando la
migracion y la dispersion de especies de flora y fauna [23]. Este parque cuenta con dos
lagunas de agua estancada o de movimiento lento [46], que se encuentran rodeadas de tierra
y no cuentan con entradas o salidas de agua visibles, por lo que su volumen depende de la
estacion lluviosa o seca. Ambas lagunas cuentan con gran area superficial y poca profundidad
de 1m aproximadamente, por lo tanto, constituye un excelente modelo para el estudio de la

contaminacion difusa y de contaminantes con capacidad de acumulacion.

3

i

—_—

Fig 7. Laguna del Parque La Paz [46].
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3.1.2 Rio Toyogres en Oriental, Cartago

El rio Toyogres ubicado en Cartago, se ha caracterizado por niveles de contaminacion muy
severa, segun un informe disponible desde 1982 [4]. Este informe sefiala como principales
fuentes de contaminacion los vertidos de aguas domésticas debido a la falta de alcantarillado
sanitario para su tratamiento [10]y también la contaminacion difusa por escorrentias de las
zonas agropecuarias situadas en la parte alta del rio.

Ademas, en [4] se realiz6 el Indice de Calidad del Agua (ICA), sobre el rio Toyogres el cual
indica que, en el punto de muestreo de esta investigacion, conocido como Puente TEC, donde
predomina la zona urbanizada, hay una contaminacion critica y persistente. Los indicadores
mas relevantes incluyen los coliformes fecales, demanda bioldgica de oxigeno (DBOs),

oxigeno disuelto, nitratos, amonio y fosfatos los més importantes.

Fig 8. Punto de muestreo Puente TEC en Rio Toyogres.
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3.2 METODOLOGIA LAGUNAS DEL PARQUE DE LA PAZ

Se realizaron muestreos en época seca y en €poca lluviosa, de cada una de las lagunas como

se muestra en la Figura 8. En cada punto se tomd 1 L de agua y se refrigerd a 4 °C.

Puntos de muestreo en Lagunas Parque de La Paz
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Fig 9. Puntos de muestreo en Lagunas del Parque de La Paz.

En el estudio preliminar [36], se analizaron mas de 80 compuestos quimicos mediante
cromatografia de gases y espectrometria de masas, incluyendo metales, compuestos
organicos volatiles y antibioticos de uso humano. De estos, solo se cuantificaron 0.2 ppm de
Estroncio, 19 ppm de Potasio y 75 ppm de Silice, sin que ninguno alcanzara niveles
alarmantes. Los demds compuestos se detectaron a una concentracion inferior al limite de
cuantificacion de 1 ug/L. Sin embargo, es posible que la mezcla de varios compuestos en
pequefias cantidades genere toxicidad lo cual se podra comprobar en las pruebas de inhibicion
del crecimiento.

Por otra parte, se cultivaron las cepas autdctonas Chlorella sp., Scenedesmus sp. y Anabaena

sp., las cuales pertenecen a la coleccion de microalgas del Centro de Investigacion en
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Biotecnologia del Instituto tecnoldgico de Costa Rica (CIB-ITCR). Estas cepas fueron

cosechadas y dosificadas para los ensayos.

Finalmente, se llevd a cabo un anélisis de toxicidad utilizando la prueba de Inhibicion del
Crecimiento para Algas y Cianobacterias de Agua Dulce propuesta por la OECD [21], en
este caso se seleccionaron los géneros de microalgas sugeridas por el método, que incluyen
Chlorella sp, Scenedesmus sp y Anabaena sp. Ademas, se hizo simulando las lagunas en

pozos pequetios que tenian una similitud en la proporcion de extension y profundidad.

3.2.1 Analisis de toxicidad de las lagunas del Parque La Paz

El procedimiento implicd realizar conteos celulares cada 24 horas durante un periodo de 72

horas para estimar la tasa de crecimiento y el porcentaje de inhibicion.

1. Se esterilizaron 8 placas de 6 pozos, mediante radiacion UV a 60 W durante 30 min.
2. Se agregaron 5 ml de medio de cultivo BG11 en los pozos de los controles C .
3. Se agregaron 2.5 ml de medio de cultivo BG11 en los pozos de tratamiento R®.
4. Se agregaron 2.5 ml de muestra de agua de las lagunas en los pozos de tratamiento

del R1 al RS. Solo el pozo N6 contuvo 2.5 ml de agua estéril.
5. Se inocularon todos los pozos con 250 pl de Chlorella sp. a una concentracion de

1x10° células/ml, excepto el pozo 6 del tratamiento.

6. Se tomaron muestras de 100 ul de todos los pozos y se realizo el conteo inicial O h.
7. Se repitieron los pasos del 1 al 6 con Scenedesmus sp y Anabaena sp.
8. Las 8 bandejas se dejaron incubando de manera estatica, expuestas a una intensidad

luminica de 700 lux y una temperatura de 22°C.
9. Luego de 24, 48 y 72 horas, se tomaron muestras de 100 ul y se realizo6 el conteo de
todos los pozos.

10. Se calcul¢ la tasa de crecimiento y la inhibicién mediante las siguientes formulas:

_InX;—-In X,
T ti—tg

Co_i Ecuacion 3.1

Donde:

Co_; tasa de crecimiento especifico promedio desde tiempo 0 hasta i;
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Xo es la biomasa al tiempo 0;

X; es la biomasa al tiempo 1i.

%I, = “C;—“Tx 100 Ecuacion 3.2

Donde:
. porcentaje de inhibicidn en la tasa de crecimiento especifico promedio;

4, valor promedio de la tasa de crecimiento del grupo control;

. tasa de crecimiento especifico promedio para la réplica del tratamiento.
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Fig 10. Representacion de prueba de toxicidad La Paz.



3.3 METODOLOGIA RIO TOYOGRES

El punto de muestreo seleccionado esta ubicado 100m noroeste de la piscina del Instituto
Tecnologico de Costa Rica (ITCR), sobre la Quebrada Residencias bajo el puente de la
entrada lateral como se muestra en la Figura 10. Este sitio fue elegido porque de acuerdo con
el indice de calidad del agua superficial aplicado, se determin6d que era el sitio con la

contaminacion mas severa, entre varios puntos de muestreo [5].

Punto de muestreo en Rio Toyogres
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Fig 11. Punto de muestreo en Rio Toyogres.

El enfoque en este cuerpo de agua se centrd en reducir la toxicidad de las muestras de
sedimento del rio, dado que Chlorella sp. es el género mas cominmente empleado en
procesos de biorremediacion [8], se optd por utilizar esta cepa en los indculos.

Para realizar los ensayos de biorremediacion de sedimento, se detallan cuatro
procedimientos. Primero, se construyeron 6 estructuras conocidas como camaras de
sedimentos. En segundo lugar, se prepararon las bolitas de arcilla. Luego, se incorporaron las

bolitas inoculadas con Chlorella sp. y otras sin inocular en las cdmaras de sedimento. Por
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ultimo, se tomaron muestras de sedimento para realizar pruebas de inhibicion del
crecimiento, con modificaciones de tiempo de la prueba original (Apéndice 1). Se realizaron
conteos al inicio 0 horas y a las 24 horas durante 7 semanas y se utilizaron los tres géneros

de microalgas recomendadas [21].

3.3.1 Construccion de camaras de sedimentos

Para la realizacion de los ensayos, se construyeron 6 camaras que contenian sedimentos del
rio, permitiendo que el agua del rio pasara por encima del sedimento contenido en la camara
como se muestra en la Figura 11. Para esto, se requirieron tubos de PVC de 3 pulgadas,

tapones, hules y varillas de acero, segun las dimensiones de la Figura 12.

-

— e fp—
_———— [ 8 ‘ . Orificio para el paso del agua

—~——— o -

Tubo PVC 3"
] Espacio para colocar el sedimento
]
[ ]

30 cm
25 cm

Sedimentos

oo Tapon de PVC de 3"
g Varilla para anclaje al suelo
"

Fig 12. Representacion del flujo. Fig 13. Dimensiones de cimara de sedimento.

3.3.2 Elaboracion de bolitas de arcilla

Se utilizé la técnica de bolas de arcilla con microorganismos para inocular el sedimento,
permitiendo una liberacion lenta de las microalgas.

1.Se prepararon indculos de Chlorella sp. en una concentracion de 5x10° células/ml.

2.Se hicieron y pesaron 6 bolas de arcilla de 10 gramos, y luego se colocaron en la estufa
hasta que el peso fue inferior a 8 gramos.

3. Se dejaron enfriar las bolas de arcilla, y solo a tres se les afiadié lentamente 2 ml del indculo
de Chlorella sp. a una concentracion de 5x10° células/ml. Al mezclar cada bola de arcilla con

200 ml de sedimento, se alcanzé una concentracion final de 5x10* células/ml, que
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correspondia a la utilizada en los ensayos de La Paz y se ajusta a la recomendacion de la

prueba original.

Si bien se considera que para una liberacion mas lenta de las microalgas es mejor pulverizar
la arcilla seca y luego mezclarla con el indculo. El procedimiento que se utilizd asegurd que
los inoculos tuvieran la misma cantidad de células, ya que la mezcla de microalgas con la
arcilla podria no ser homogénea o podria provocar la ruptura de muchas células durante el

proceso de homogenizacion.

Esfera's de arcilla Deshidratacién de Esferas de arcilla Tres esferas de
himedas esferas de arcilla deshidratadas arcilla sin inéculo
10 gramos <8 gramos

e®
o ()

Tres esferas de Inéculo a 5x10°
arcilla inoculadas células/ml

Fig 14. Preparacion de bolitas de arcilla.

3.3.3 Montaje del ensayo

1. Se tomaron muestras del sedimento del rio para un volumen de 3 litros en total.
Se mezclaron los sedimentos y se removio el agua sobrenadante o en exceso.

Dentro de cada camara se colocaron 200 ml de sedimento y se anclaron en el rio.

el A

Se extrajeron 5 ml de sedimento de cada cdmara y se reservaron en tubos falcon de
50 ml para realizar el ensayo de toxicidad del estado inicial.

5. Se colocaron las 3 bolas de arcilla inoculadas en cada una de las cdmaras del
tratamiento de Prueba P y las otras 3 bolitas sin inocular se colocaron en las

camaras de control C®.
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Fig 15. Montaje de estructuras en el rio.

3.3.4 Analisis de toxicidad de sedimento del Rio Toyogres

1. Para cada muestra de sedimento extraida de las camaras (1P, 2P, 3P, 1C, 2C y 3C), se
mezclaron 5 ml del sedimento con 15 ml de medio de cultivo BG11. Se agit6 bien y se dejo
reposar por unos minutos para que la arena sedimentara.

2. Se tomaron 5 ml del sobrenadante de la mezcla y se agrego6 en los pozos correspondientes
Py C* de la bandeja de tratamiento.

3. Se inocularon los pozos de la bandeja de tratamiento con 250 ul de indculo de Chlorella
sp. a una concentracion de 1x10° células/ml.

4. Se agregaron 5 ml de medio BG11 a 3 pozos de la bandeja control (1T, 2T y 3T) y se
inocularon con 250 ul de Chlorella sp. a una concentracion de 1x10° células/ml.

5. Se tomaron muestras de 100 pl de todos los pozos y se realizd el conteo inicial 0 h.

6. Se repitieron los pasos del 1 al 6 con Scenedesmus sp. y Anabaena sp.

7. Las bandejas de tratamiento y control de cada microalga se dejaron incubando con luz
durante 24 horas.

8. Luego de 24 horas, se tomaron muestras de 100 pl y se realiz6 el conteo de todos los pozos.

9. Se calculd la tasa de crecimiento y la inhibicidon usando las ecuaciones 3.1y 3.2.
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Fig 16. Representacion de bandejas para prueba de toxicidad de sedimento.

3.3.5 Analisis estadistico ANOVA

Se analizaron los datos de ambas €pocas de muestreo y se verificd que los resultados
presentaban homocedasticidad y normalidad, seguidamente, se procedio a realizar el andlisis
de varianza ANOVA con el software estadistico R Studio. Se utiliz6 el andlisis de varianza
de un factor para determinar si existia diferencia significativa entre la respuesta promedio de
las microalgas en las cdmaras de “Prueba” (inoculadas) y las de “Control” (Sin inocular) [47].
Ademas, se analizo si existia diferencias entre las semanas que se aplicé el inoculo y en las
que no se aplico.

En el analisis se considera que en la hipotesis nula (Ho): Los promedios son iguales entonces
no hay diferencia significativa; y en la hipdtesis alternativa (H1): Hay al menos un promedio
distinto, que si genera una variacion significativa. Para saber cudl hipotesis se acepta se
interpreta la probabilidad (P) de que las muestras pertenezcan a una misma poblacion de
datos, cuando (p< 0,05) indica que la probabilidad de que sean de la misma poblacion es de
5%, es decir, se puede inferir que las respuestas si son distintas cuando se aplica el inoculo,

por lo tanto, se acepta H; con un 95% de confianza.
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3.4 METODOLOGIA DE BIORREMEDIACION A GRAN ESCALA

Considerando la cantidad de sedimento, la cantidad y concentracion del indculo que se utilizd
para el ensayo a pequefia escala, se estimo la cantidad y concentracién de indculo necesario
para aplicar en el cuerpo de agua. Se midi6 el ancho, largo y profundidad de sedimento en la
zona del rio Toyogres seleccionada para obtener el volumen de sedimento que se desea

biorremediar.

3.4.1 Cultivo y escalamiento de Chlorella sp.

Para obtener la cantidad de inoculo establecido en la seccidon anterior se realizod el
escalamiento de Chlorella sp. en un Erlenmeyer hasta llegar a 800 L de una tanqueta en un
periodo de 3 meses sin considerar inconvenientes por contaminacion del cultivo u otros
factores. Para realizar el escalamiento se considero el trabajo de un asistente de laboratorio
15h a la semana (180h total) y un investigador profesional 2 h a la semana (24h total) para
supervisar las condiciones del cultivo.

Los materiales necesarios son un microscopio para hacer los conteos celulares, un medidor
de pH, una balanza, una maquina de autoclave, medio de cultivo BG11, 800 L de agua y
equipo de proteccion personal. Una vez lista la tanqueta se procedid a centrifugarla para
obtener la biomasa a la concentracion requerida y de esta forma poder agregarla a las bolas

de arcilla.

3.4.2 Consideraciones economicas

Se realizo un costo global de toda la fase de diagnostico de los dos cuerpos de agua evaluados
en época seca y lluviosa durante el afio 2023 hasta agosto 2024. Se contemplaron visitas de
campo en ambos sitios, analisis fisicoquimicos, materiales para las pruebas de inhibicion y
para las camaras de sedimento que se colocaron en el rio. Ademas, para calcular el costo de
los equipos se considero el costo del equipo nuevo, la vida util, afios de garantia y un tiempo

de uso aproximado de 180 horas para estimar el costo de uso de cada equipo.
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Posteriormente se hizo un presupuesto reducido que contempla lo necesario para
biorremediar el sedimento del cuerpo de agua, de manera tal que se pueda tener una
perspectiva del costo si se desea replicar en otro cuerpo de agua.

Para esto se considerd que el cultivo de microalgas ya esta escalado debido a que es una de
las actividades constantes que se realizan en el (CIB-ITCR) que nos aseguran poder tener el
cultivo listo para cuando se necesite, se contemplo 1 semana de trabajo en el laboratorio de
microalgas del (CIB-ITCR) para realizar las pruebas de toxicidad y las pruebas de monitoreo
en campo durante 4 semanas.

Finalmente se estimo el costo final por litro de biomasa concentrada para compararlo con los

precios de biomasa preparada en China.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion, se presentan los resultados de las pruebas de inhibicion del crecimiento de
microalgas para los cuerpos de agua superficial en época seca y lluviosa. Posteriormente, se
resaltan los aspectos a considerar para la estrategia de biorremediacion a escala real.

Para la interpretacion de los graficos se debe considerar que el sombreado de color que tiene

cada curva de datos corresponde a la desviacion estandar respectiva.

4.1 PRUEBAS DE INHIBICION DEL CRECIMIENTO DE LA PAZ

Para ambas épocas de muestreo se observa que, ante un aumento en el tiempo de exposicion,
la tasa de crecimiento de las microalgas aumenta. La inhibicién disminuye con el paso del
tiempo acercandose a 0% a las 72 horas después de montar el ensayo, lo cual indica que las
microalgas se recuperaron después de un estrés toxico inicial [21].

Al contrastar los promedios de los porcentajes de inhibicion de las dos épocas, se resalta que
los datos de la época lluviosa son mucho mas altos (Zona de lineas discontinuas negras en la
Figura 16 y 17) , lo cual puede deberse a que los contaminantes son arrastrados por la

escorrentia superficial [11].

4.1.1 Epoca seca La Paz

Los datos presentan una cinética de crecimiento normal, es decir, las microalgas presentan
un crecimiento exponencial debido a que la inhibicidon disminuye con el tiempo.

De acuerdo con los porcentajes de inhibicidon, ninguna de las microalgas supera el 100%
(Figura 16) . Ademas, se aprecia que Anabaena sp. y Scenedesmus sp. manifiestan inhibicién
durante las primeras horas de exposicion, no obstante, a las 72 horas el porcentaje de
inhibicién se reduce considerablemente para las dos microalgas. Por su parte Chlorella sp. al
inicio del ensayo no presentd inhibicion, ni tampoco se evidencia un posible proceso de
latencia a las 24 horas del ensayo.

Por su parte Nostoc sp. tuvo un comportamiento de inhibicion distinto en comparacion con
las demas especies, al inicio del ensayo tenia dificultades para crecer, luego se observa una

disminucioén en la inhibicion del crecimiento hasta las 72 horas, donde se vuelve a observar
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un aumento de inhibicion. Esto sugiere que esta microalga prefiere otros hébitats con

condiciones extremas como altas temperaturas, pH 4cidos o altas concentraciones de sal [43].

150

100 Anabaena sp.

—*- Chlorella sp.

-o— Nostoc sp.
Scenedesmus sp.

= Promedio de inhibicion

Media de porcentaje de inhibicién

24 48 72

Tiempo (horas)

Fig 17. Porcentaje de inhibicién para La Paz en Epoca Seca.

Nota: Cada curva de inhibicion es representada con un color solido y la desviacion estandar es el
sombreado de color que tiene cada una de las curvas. La linea discontinua negra corresponde al
promedio de inhibicion, con su respectiva desviacion estandar representada con las lineas punteadas

negras.

4.1.2 Epoca lluviosa La Paz

De manera general en la época lluviosa la inhibicion disminuye con el tiempo, las microalgas
presentan una cinética de crecimiento normal. Se observd que los valores de inhibicion al
inicio del ensayo en €poca lluviosa son muy elevados para Nostoc sp. y Scenedesmus sp.
superando el 1000%. Los valores de inhibicion de Anabaena sp. y Chlorella sp. son
significativamente mas bajos y estables (Figura 17). Esto sugiere que son las microalgas
menos afectadas durante la época lluviosa, debido a que fueron capaces de sobrevivir y crecer

bajo condiciones de estrés [8], [41].
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Fig 18. Porcentaje de inhibicién para La Paz en Epoca Lluviosa

Nota: Cada curva de inhibicion es representada con un color sélido y la desviacion estandar es el
sombreado de color que tiene cada una de las curvas. La linea discontinua negra corresponde al
promedio de inhibicion, con su respectiva desviacion estandar representada con las lineas punteadas

negras.

4.1.3 Microalga seleccionada para biorremediacion

Al comparar las microalgas autoctonas utilizadas en el ensayo y evaluar su tolerancia a la
contaminacion, se observa que Chlorella sp. mantiene los valores mas bajos de inhibicion,
por lo tanto, se determina que tiene mayor adaptabilidad en condiciones ambientales
estresantes; razon por la cual se define como el género de microalga adecuado para la
biorremediacion en las zonas de estudio. Ademas, en otras investigaciones se ha encontrado
que estas microalgas forman parte de la microflora autdctona de aguas naturales y establece
sinergias con otros microorganismos para lograr la biorremediacion [8].

Considerando que puede existir un periodo de latencia, Chlorella sp. representa un buen

indicador, dado que no muestra indicios de latencia a las 24 horas del ensayo [21].
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4.2 PRUEBAS DE INHIBICION DEL CRECIMIENTO EN RIO TOYOGRES

En este caso se hizo una simplificacion del tiempo de la prueba, debido a que los resultados
de las lagunas de La Paz mostraron que la inhibicién del primer dia es la mas alta y la
tendencia general es que disminuye con el paso del tiempo.

Los resultados de la época seca demuestran que hay diferencias entre los tratamientos con
mas de 95% de confianza para Chlorella sp. y Anabaena sp. y para el caso de Scenedesmus
sp. hay diferencias con un 90% de confianza. También se observan diferencias entre las
semanas de aplicacion del indculo para todos los tipos de microalgas lo cual se puede
asegurar con un 95% de confianza. Esto indica que la aplicacion de microalgas puede dar
resultados positivos a pesar de las variaciones del rio en la época seca (Cuadro 1).

En época lluviosa los resultados indican que no hay diferencias significativas entre los
tratamientos, sin embargo, si existe diferencia significativa entre las semanas de aplicacion
por lo que cualquier tendencia que se muestre en época lluviosa se debe a variaciones al azar

de la calidad del agua del rio, pero no se deben a los tratamientos aplicados (Cuadro 1).
Cuadro 1. Resultados ANOVA de inhibicién en el Toyogres.

Microalga _ Epoca seca E.poca lluviosa
Tratamiento Semana Tratamiento Semana
Chlorella 0,000 0,004 0447 0.000
Scenedesmus 0,100 0,000 0278 0.000
Anabaena 0.026 0,004 0.660 0.000

4.2.1 Epoca seca Toyogres

Para este ensayo, se realizaron inoculaciones de bolas de arcilla con Chlorella sp. en las
semanas 0, 2, 5 y 6. Las semanas en las que no se aplico el inoculo se representan con un
sombreado gris para efectos visuales. Esto permitio evaluar el efecto de la aplicacion del
inéculo en distintos intervalos: cada dos semanas, en semanas consecutivas y cuando no se
aplicaba.

Se observo que para Chlorella sp., en las semanas 6 y 7 los porcentajes de inhibicién son mas
bajos, con un 13% y -128%, respectivamente (Figura 18.A). Esto coincide con la aplicacion
consecutiva del indculo en las dos semanas previas. Para Scenedesmus sp., se registra una

disminucioén en la inhibicion de -245% en la semana 3, debido a la inoculacion realizada la
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Media de inhibicion (%

600

semana anterior. Posteriormente, la inhibicién aumenta cuando no se aplica el indculo y
vuelve a reducirse a valores cercanos al 0% en las semanas 6 y 7 (Figura 18.B)

En el caso de Anabaena sp., los porcentajes de inhibicidon se mantuvieron cercanos o por
debajo del 0% (Figura 18.C), lo cual podria indicar que las microalgas estaban adaptandose
al medio toxico antes de recuperar su crecimiento, podria deberse a las variaciones propias
en la calidad del agua del rio. Estos resultados sugieren que la adicion de los indculos mejora
las condiciones del sedimento, reduciendo la toxicidad y permitiendo que las microalgas en

los ensayos de toxicidad en laboratorio crezcan de manera mas efectiva.

Chlorella sp. Scenedesmus sp. Anabaena sp.
7500
200

5000

-200

2 4 6 2 4 6 2 4 6
Semana

Fig 19. Porcentaje de inhibicién del Toyogres en Epoca Seca. (A) Chlorella sp. (B) Scenedesmus sp. (C)Anabaena sp.

Nota: Cada curva de inhibicion es representada con un color solido y la desviacion estandar es el
sombreado de color que tiene cada una de las curvas. El sombreado gris corresponde a las semanas
en las que no se aplico el inoculo de Chlorella sp. , y las semanas en las que si se aplico se visualizan

con el area de fondo blanco.

4.2.2 Epoca lluviosa Toyogres

Para este ensayo, se realizaron inoculaciones semanales de bolas de arcilla con Chlorella sp.,
exceptuando la semana 3, que se representa en la Figura 19 con un sombreado gris para
efectos visuales. Se observo que el promedio general de inhibicion durante la época lluviosa
es mayor que en la época seca. Esto se debe a las variaciones en la calidad del agua del rio,
causadas por las precipitaciones, el arrastre de sedimentos, las descargas de aguas residuales,

y otros factores que, a pesar del esfuerzo por contener el sedimento en las camaras no se
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pueden controlar completamente en el ensayo de campo, debido a que el agua fluye e

interactua constantemente con el sedimento influyendo en los resultados.

Chlorelia sp.

400
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100

Scenedesmus sp.

4
Semana

2000

1500

1000

500

Anabaena sp.

Tratamiento
Control

Inéculo

Fig 20. Porcentaje de inhibicién del Toyogres en época lluviosa. (A) Chlorella sp. (B)Scenedesmus sp.(C)Anab sp.

Nota: Cada curva de inhibicion es representada con un color solido y la desviacion estandar es el

sombreado de color que tiene cada una de las curvas. El sombreado gris corresponde a las semanas

en las que no se aplico el inoculo de Chlorella sp. , y las semanas en las que si se aplicé se visualizan

con el area de fondo blanco.

4.3 BIORREMEDIACION A GRAN ESCALA

4.3.1 Dosis de inoculacion

Para determinar la viabilidad de la biorremediacion con microalgas se considerd la dosis

utilizada en el ensayo a pequefia escala (Cuadro 2).

Cuadro 2. Dosis de inéculos a pequeiia escala.

Elemento Cantidad Unidad
Numero de bolas 1 unidad
Arcilla 8 g

Indculo 1.00x107 células/ml
Sedimento en camara 0.0002 m3

41



La zona del rio seleccionada (Figura 20) para la aplicacion de indculos tiene Sm de ancho, 1

km de largo y la capa suave de sedimento tiene una profundidad de Scm, para lo cual se

obtuvo un volumen de sedimento de 250 m?>. Para biorremediar esta cantidad de sedimento

se requieren 25 bolas de arcilla de 200g cada una con concentracion de 1.00x10'° células/ml.

Logrando cubrir aproximadamente 10 m? por cada bola (Cuadro 3).

Fig 21. Seccion del rio Toyogres a biorremediar.

Cuadro 3. Dosis de inoculos para cubrir 1 Km de rio.

Elemento Cantidad Unidad
Numero de bolas 25 unidades
Arcilla 200 g
Cantidad total de arcilla 5 Kg
Concentracion in6culo 1.00x10'° células/ml
Volumen in6culo 1250 ml
Sedimento de rio 250 m3

4.3.2 Cosecha de microalga Chlorella sp.

Se logro cultivar Chlorella sp. en un periodo de 3 meses hasta obtener la tanqueta con 800L,

para pasarlos al proceso de centrifugacién que tarda 2 horas trabajando a un caudal de 10

L/min, para poder obtener 6 L de biomasa a una concentraciéon de 1.00x10'° células/ml la

cual posee una textura y color como la que se muestra en la Figura 21.
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Considerando que la cantidad requerida para biorremediar 1 Km del cuerpo de agua
superficial es de 1.25L de biomasa, entonces de una tanqueta se puede obtener la biomasa

necesaria para biorremediar hasta 4.8 Km del cuerpo de agua.

Fig 22. Cosecha de Chlorella sp.

4.3.3 Aplicacion del inoculo

Para la elaboracion de las bolas de arcilla con indculo se recolectaron 5 Kg de arcilla que
tuvieran una textura homogénea y himeda, para poder hacer las bolas de 200g con la biomasa
cosechada (Figura 22). Se aplicé 1 bola de arcilla de 200 gramos cada 40 metros, se coloco

en el rio sin lanzarla segin lo permitieron las condiciones fisicas del entorno.

Fig 23. Elaboracién de bolas de arcilla.

La aplicacion de los inoculos debe realizarse semanalmente, segun los resultados obtenidos

sobre las variaciones en los tiempos de aplicacion. Esta frecuencia asegura bajos porcentajes
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de inhibicién del crecimiento y contribuye a la reduccion efectiva de la toxicidad del

sedimento.

Es importante considerar que cuando se agrega la biomasa a las bolas de arcilla, un porcentaje

de las células puede sufrir ruptura por lo tanto se debe estudiar la tasa de supervivencia de

las microalgas, asi como otros métodos para fijar el inoculo.

4.3.4 Costo economico de la estrategia de biorremediacion

El costo total de la estrategia de biorremediacion fue de €6 603 900 de los cuales el 35%

corresponde al uso de las instalaciones del (CIB-ITCR), el 31% es para el pago de mano de

obra del investigador y asistente y el 28% es de andlisis quimicos para la deteccion de

aproximadamente 90 contaminantes segin se muestra en la Figura 23.

Cuadro 4. Costo total de la estrategia de biorremediacion.

Categoria Especificaciones Costo Total % Total
Recursos Humanos Investigador (150 h) ¢ 1234500 31%
Asistente (450 h) ¢ 630000 € 1864500
Viaticos Visitas de campo ¢ 150 000 ¢ 150 000 2%
Materiales Medio de cultivo de microalgas BG11 " ¢ 33000
Tubo PVC 3 " 3m ‘e 8 295
Tubo PVC 1/2 " 2m e 2400
Reduccién de tubo PVC 3 "a 1%" ™ ¢ 13 650
Reduccién de tubo PVC 134" a %" ¢ 6 090 1%
Varilla acero % 6m e 3595 °
Segucta T 10 800
Guantes latex ¢ 4620
Cobertor zapatos T 4200
Cofias cabello ¢ 3350 ¢ 90 000
Analisis de laboratorio Analisis fisico-quimico muestras de ¢ 1700000 @€ 1700000 28%
Equipos segiin tiempo de  Microscopios ¢ 11 250
uso (180 h) Camaras Neubauer ¢ 1300
Medidor de pH ¢ 1720
Autoclave ¢ 500
Centrifuga C 43 500
Balanza analitica ¢ 9 400 1%
Micropipetas y puntas ¢ 6 000
Horno ¢ 500
Bandejas Plasticas ¢ 240
Tubos Falcon ¢ 275
Beakers ¢ 360 € 75 045
Instalaciones CIB (600 h) Servicios electricidad, agua, ¢ 2124000 € 2124000 359
internet.telefonia. limpieza
Total ¢ 6003545 100%
Imprevistos (10%) [0 600 355
Total con imprevistos ¢ 6603900
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Fig 24. Porcentaje del costo total de la estrategia de biorremediacion

El costo econdémico para biorremediar el cuerpo de agua superficial es de €516 230 de los
cuales el mayor componente de 44% es del recurso humano y el segundo componente mas
grande de 35% corresponde al uso de las instalaciones del (CIB-ITCR) segun se muestra en

la Figura 24.

Cuadro 5. Costo para biorremediar el cuerpo de agua superficial.

Categoria Especificaciones Costo Total % Total
Recurso Humano Investigador (15h) ¢ 123 450 44%

Asistente (60 h) ¢ 84000 ¢ 207 450
Materiales Medio de cultivo de microalgas BG11 ¢ 30 000 1%

Guantes, cofias y cobertores de ¢ 20000 ¢ 50 000
Equipos segun tiempo de  Microscopios y camaras Neubauer ¢ 9000
uso (75 h) Medidor de pH ¢ 1200

Autoclave ¢ 200

Centrifuga c 28 400

Balanza analitica ¢ 4000

. 10%

Micropipetas y puntas ¢ 2500

Horno ¢ 300

Bandejas Plasticas ¢ 200

Tubos Falcon ¢ 200

Beakers [ 250 ¢ 46 250
Instalaciones CIB (1 Servicios electricidad, agua. ¢ 165600 ¢ 165 600  35%
Total ¢ 469300 100%
Imprevistos (10%) ¢ 46 930
Total con imprevistos ¢ 516 230
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B Recurso Humano

m Materiales

m Equipos segtin tiempo de uso

(75 h)

m Instalaciones CIB (1 Semana)

Fig 25. Porcentaje costo de biorremediar 1 Km de rio

Considerando los costos de produccion en el laboratorio de microalgas del (CIB-ITCR) se
obtuvo un valor aproximado de €18 000 L de microalga concentrada y la biomasa preparada
e importada de China tiene un costo inferior a 7600 por Kg de biomasa de Chlorella sp. en
polvo [48]. El costo tan elevado de las instalaciones del (CIB-ITCR) es lo que dispara el
precio, debido a que no se tiene la infraestructura ni las capacidades de produccién masiva
dado que es un centro con fines de investigacion y experimentacion. Por lo tanto, se
recomienda considerar la opcion de importar la biomasa preparada a un menor costo si se

desea biorremediar grandes areas de cuerpos de agua superficial.

Fig 26. Polvo de Chlorella sp.[48]
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CONCLUSIONES

Al realizar las pruebas de inhibicion del crecimiento con las muestras de los cuerpos de agua
superficial, en general se observd que si habia un efecto inhibitorio el cual es posible que se
deba a la toxicidad de un conjunto de compuestos. Debido a que el efecto inhibitorio
desaparece con el tiempo puede indicar que se trata de sustancias degradables o
inmovilizables biologicamente.

Los ensayos de las lagunas del parque de La Paz indican que las microalgas lograron
recuperarse después de un estrés toxico inicial, ya que la inhibicion fue disminuyendo
progresivamente con el tiempo, acercandose al 0% a las 72 horas después de montar el
ensayo.

El promedio de inhibicion observado durante la época lluviosa es mayor que en la época seca
en los ensayos realizados en las lagunas de La Paz y el rio Toyogres. Esto sugiere que la
toxicidad incrementa con las precipitaciones, posiblemente debido al arrastre de

contaminantes por la escorrentia.

La microalga Chlorella sp. se destaca como la especie mas adecuada para la biorremediacion,
debido a su baja inhibicidn del crecimiento frente a condiciones ambientales estresantes en
comparacion con otras microalgas autdctonas evaluadas.

La frecuencia optima de aplicacion del inoculo de Chlorella sp. se debe hacer semanalmente
para asegurar una disminucion de la inhibicién inferior al 0%, lo cual implica que mejoran

las condiciones del sedimento y se reduce la toxicidad de este.

La biorremediacion de cuerpos de agua superficial utilizando la microalga Chlorella sp. es
una alternativa viable segun el requerimiento de biomasa microalgal. Para tratar
aproximadamente 250 m* de sedimento por cada kildmetro de rio se debe aplicar una bola de
arcilla cada 40 metros, lo que suma un total de 25 bolas por kilometro. Cada bola tiene un
peso de 200 g y contiene una concentracion de 1.00x10'° células/ml.

El costo economico de la biorremediacion es de 516 230, el cual se considera accesible para
poder financiarlo en otros entornos urbanos. Ademads, se considera que se pueden reducir
costos si se importa la biomasa seca lo cual reduce el tiempo de trabajo, la mano de obra y

principalmente el uso de instalaciones del laboratorio de microalgas del (CIB-ITCR).
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RECOMENDACIONES

Se recomienda evaluar el uso de otros materiales, como gelatina u otros polimeros naturales
y biodegradables, para desarrollar inoculos de microalgas con una mayor concentracion,
considerando siempre una liberacion controlada y gradual en el ambiente acuético. Este
enfoque permitiria una liberacion prolongada que mejoraria la efectividad de la
biorremediacion, manteniendo una presencia activa de microalgas en el medio y optimizando

su capacidad para degradar y neutralizar contaminantes a lo largo del tiempo.

Se propone realizar pruebas de supervivencia de las microalgas en los indculos aplicados
para asegurar su viabilidad a lo largo del proceso de biorremediacion, garantizando asi su
capacidad de adaptacion en condiciones de campo y su eficacia continua en la remocion de

contaminantes.

Para fortalecer los resultados de la estrategia de biorremediacidn, se sugiere evaluar su
impacto en el ecosistema mediante un analisis detallado del efecto a largo plazo de las
microalgas en la microflora autoctona del cuerpo de agua superficial. Asimismo, se
recomienda realizar un balance de masas y nutrientes antes y después del proceso de
biorremediacion, con el fin de cuantificar los porcentajes de remocion de contaminantes y

nutrientes y, de esta forma, obtener una vision integral de la eficiencia del tratamiento.

Para que el proceso de biorremediacion sea exitoso se sugiere que antes de iniciar el proceso
se tomen acciones preventivas y correctivas. Es fundamental implementar regulaciones
ambientales estrictas, sistemas de monitoreo y programas de tratamiento de aguas residuales
para controlar fuentes puntuales y difusas de contaminacion. Asi como también es crucial
involucrar a la comunidad a través de la educacion ambiental y su participacion activa en la

proteccion y restauracion de los ecosistemas acuaticos.
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APENDICES

APENDICE 1: REGISTRO FOTOGRAFICO DE LA INVESTIGACION

Fig 1. Evidencias de la metodologia realizada.
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APENDICE 2: BITACORA DE TRABAJO DE LABORATORIO

Fig 2. Registro de diluciones de indculos.

Fig 3. Conteos celulares al microscopio de ensayo Toyogres a las 0 y 24 h
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APENDICE 3: RESULTADOS INHIBICION LA PAZ EPOCA SECA

Cuadro 1. Porcentaje de inhibicion a lo largo del tiempo de la Paz en época seca

% Inhibicion
microalga

Anabaena sp.

Chlorella sp.

Nostoc sp.

Scenedesmus sp.

Tiempo

24 h 48 h 72 h
34,7 31,1 28,9
55 44,4 -9,6
44,2 41,9 -37,6
47,1 54,6 -23,2
41,1 26,1 -4.4
-19,4 40,2 -3,3
-26,8 6,2 -0,4
-11,3 11,9 4.4
-25,4 20,4 -2,6
-24.8 10,3 -1,1
-5,3 -14,3 17,1
25,6 -18,7 304
79,5 41,3 22,5
54 7,3 35,7
87,2 14,7 26,3
116,5 12,6 8,6
248.5 16,9 -7,6
-307,9 -13,5 -11,1
122,9 -0,8 -14,9
248.5 2 -19,8
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APENDICE 4: RESULTADOS INHIBICION LA PAZ EPOCA LLUVIOSA

Cuadro 2. Porcentaje de inhibicion a lo largo del tiempo de la Paz en época lluviosa.

Tiempo
%'InhlbICIOn 24 h 4% h 72 h
microalga
81,2 -14,0 93,2
100,0 -17,6 62,3
Anabaena sp. 114,2 11,5 56,3
241,5 -22,4 96,5
49,9 0,0 93,2
53,1 102,7 27,2
111,0 131,3 25,4
Chlorella sp. 115,1 92,7 11,0
140,5 126,7 51,4
103,5 88,3 44,9
501,6 840,7 80,3
1606,5 840,0 230,3
Nostoc sp. 1606,5 743,8 186,4
1257,9 841,0 94,7
1606,5 937,6 186,4
1520,2 -264,9 8,7
1520,2 204,3 10,8
Scenedesmus sp. 2131,8 -107,8 16,7
1774,0 -24,0 14,9

1736,5 -107,8 14,9




APENDICE 5: RESULTADOS INHIBICION TOYOGRES EPOCA SECA

Cuadro 3. Porcentajes de inhibicion a lo largo del tiempo del Toyogres en época seca.

Semana
Microalga  Tratamiento 1 2 3 4 5 6 7

81,0 34,8 114,2 15,4 25,6 28,8 -56,4
Inéculo 47,0 10,7 2753 49,8 295,8 0,0 -229.8

42,1 14,4 314,6 87,9 100,0 8,8 -99,1

Chlorella sp.

100,0 132,2 275,3 34,2 179,9 659,5 2673

Control 67,0 144,7 434,2 58,2 142,2 792,6 296,5

114,8 111,5 230,7 49,8 100,0 741,6 296,5

22,3 90,6 -349,3 2293 62,5 0,1 42,3

Ino6culo 34,1 113,5 -451,9 184,8 51,1 2,9 25,2

Scenedesmus 38,4 53,1 67,6 87,2 47,1 -36,9 -39,3
Sp- 75,2 28,1 -444 .4 191,2 103,9 47,4 145,8
Control 62,5 2,4 -127,2 318,9 95,4 46,6 210,3

55,0 83,7 -71,2 2253 42,8 67,3 150,7

45,8 -35,7 105,5 137,9 -1987,7 -1004,6 65,7

Ino6culo 57,2 100,0 100,7 -15,2 -1324,7 -263,3 104,7

Anabaena 39,3 10,5 26,9 50,3 -572,3 -1121,9 105,2

Sp. -113,1 140,1 68,5 -25,2 -674,6 7754,6 0,3

Control -34,1 0,0 53,7 -62,8 -739,8 5812,1 38,0

0,0 81,7 77,0 -45,0 -1198,1 4758,0 31,4
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APENDICE 6: RESULTADOS INHIBICION TOYOGRES EPOCA LLUVIOSA

Cuadro 4. Porcentajes de inhibicion a lo largo del tiempo del Toyogres en época lluviosa.

Semana
Microalga  Tratamiento 1 2 3 4 5 6

-113,6 -244.4 64,9 -140,3 1950,3 -113,7
Inoculo -211,9 -453,4 94,3 -199,3 1573,2 -278.,5

Chiorella sp. -171,1 -525,1 65,5 117,3 1098,5 -86,2
-315,2 -317,3 56,0 -171,5 1112,5 -98,9

Control -201,3 -59,5 73,0 -223,0 14932 -53,7
-244.8 -23.4 131,1 125,4 -118,1 -195,3

340,6 45,0 54,2 146,5 0,5 55,2

Inoculo 404,1 -8,3 21,6 88,6 44 .4 -25,3

Scenedesmus 392,0 36,6 86,0 -34,6 86,7 -7,5
Sp. 355,6 81,0 -44.6 5,8 95,9 -25,8

Control 295,4 150,1 77,2 -64,1 131,4 -6,5

113,4 55,6 59,4 37,7 -13,8 -19,1
146,5 2539 87,4 55,2 1081,0 -259,5
Inoculo 287,1 119,7 80,4 19,4 1611,4 -272,0
Anabaena sp. 317,2 -171,0 109,5 -67,5 2126,7 -210,5
381,3 238,0 37,7 -89,2 1056,4 -151,6
Control 465,5 300,0 1,0 -21,0 1825,3 -188.,8
345,1 100,0 14,5 20,8 1041,1 -164,2
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