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RESUMEN

La eutrofizacién de cuerpos de agua dulce, como la laguna de Yahuarcocha en Ecuador,
constituye un problema ambiental y ecologico debido al exceso de nutrientes, principalmente
nitrogeno y fosforo. Esta condicion desencadena un desbalance ecoldgico, exacerbado
principalmente por las actividades antropogénicas, el crecimiento excesivo de algas y la
disminucién del oxigeno disuelto, lo cual afecta negativamente a la biodiversidad y a los diferentes
usos del agua, tanto econdmicos como sociales. En este contexto, el presente estudio tuvo como
objetivo evaluar la biodegradacion de nutrientes mediante ensayos de laboratorio con
microorganismos provenientes del suelo de un humedal Ramsar del Ecuador conocido como isla
Santay, region caracterizada por su alta biodiversidad. Los ensayos consistieron en aislar y cultivar
microorganismos especificos bajo condiciones controladas para determinar su capacidad de
reducir las concentraciones de nitratos y fosfatos en muestras de agua de la laguna. Se realizaron
mediciones iniciales y finales de estos nutrientes utilizando métodos estandarizados de
espectrofotometria. Tras la aplicacion del tratamiento se evidencio una disminucion del 32% en
nitratos y del 90% en fosfatos. Estos resultados permitieron observar el potencial de estos
microorganismos para actuar como agentes de biorremediacion. Como parte del estudio, se
enfatiz6 la importancia de las soluciones basadas en la naturaleza como estrategia sostenible para
mitigar problemas como la eutrofizacion, pues estas propuestas consideran no solo la reduccion
de contaminantes, sino también la restauracion integral de los ecosistemas afectados. Los hallazgos
destacan la relevancia de integrar métodos biologicos en la gestion ambiental, constituyendo a la
conservacion de los recursos hidricos y la sostenibilidad ambiental, 1o cual podria permitir abordar
de manera eficiente problemas similares, adaptandose a diferentes contextos locales.

Palabras clave: Biorremediacion; Eutrofizacion; Microbiologia ambiental, Sostenibilidad,
Soluciones basadas en la naturaleza.
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ABSTRACT

Eutrophication of freshwater bodies, such as Yahuarcocha Lagoon in Ecuador, represents a
significant environmental and ecological issue due to excessive nutrient levels, primarily nitrogen
and phosphorus. This condition triggers an ecological imbalance, exacerbated by anthropogenic
activities, excessive algal growth, and reduced dissolved oxygen, which negatively impacts
biodiversity and various economic and social water uses. In this context, the present study aimed
to evaluate nutrient biodegradation through laboratory experiments using microorganisms from
the soil of a Ramsar wetland in Ecuador known as Isla Santay, a region characterized by its high
biodiversity. The experiments involved isolating and cultivating specific microorganisms under
controlled conditions to determine their ability to reduce nitrate and phosphate concentrations in
water samples from the lagoon. Initial and final measurements of these nutrients were conducted
using standardized spectrophotometric methods. After applying the treatment, a 32% reduction in
nitrates and a 90% reduction in phosphates were observed. These results demonstrated the potential
of these microorganisms as bioremediation agents. As part of the study, emphasis was placed on
the importance of Nature-Based Solutions as a sustainable strategy to mitigate problems such as
eutrophication, as these approaches address not only pollutant reduction but also the integral
restoration of affected ecosystems. The findings highlight the relevance of integrating biological
methods into environmental management, contributing to the conservation of water resources and
environmental sustainability. This approach could efficiently address similar problems, adapting

to various local contexts.

Keywords: Bioremediation; Eutrophication; Environmental Microbiology; Sustainability;
Nature-Based Solutions.
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CAPITULO I

1. INTRODUCCION

La eutrofizacion es uno de los problemas ambientales mas extendidos a nivel global. Es un
proceso natural en el que los cuerpos de agua reciben nutrientes, provenientes de la escorrentia
superficial, la descomposicion de materia organica, la lluvia y la erosion de suelos y rocas. Estos
aportes contienen nitrogeno y fosforo, provocando un aumento gradual en la produccion de algas
y plantas acuaticas, siendo parte del ciclo de envejecimiento de lagos y lagunas, que puede durar
miles de afios (Moreno et al., 2010). Sin embargo, este proceso se ha visto agravado por las
actividades humanas, como la agricultura intensiva, el uso excesivo de fertilizantes y la mala
gestion de aguas residuales, lo cual ha acelerado significativamente su ritmo (Laughinghouse et
al., 2022). La introduccion masiva de estos nutrientes afecta tanto a los ecosistemas de agua dulce
como marinos, desencadenando un enriquecimiento excesivo que resulta en el crecimiento

descontrolado de algas y cianobacterias (Chislock et al., 2013).

Las actividades humanas han aumentado el deterioro de los ecosistemas acuaticos,
provocando la pérdida de biodiversidad y la alteracion de las funciones ecoldgicas en innumerables
regiones del mundo (Sheikholeslami y Hall, 2023). Un ejemplo es el lago Datong en China, que
ha sufrido graves problemas de eutrofizacion a causa de la agricultura y la urbanizacion. Para
mitigar este problema, se implementd6 un método de biomanipulacion (Chao et al., 2022),
considerando la vegetacidon acudtica y el control de peces, para reducir la biomasa de algas, e
implementar sistemas de tratamiento naturales para controlar la entrada de nutrientes al lago; lo

cual, demostro ser eficaz en la mejora de la calidad del agua de este ecosistema (Zhu et al., 2020).



Asimismo, el lago Titicaca ubicado entre Pert y Bolivia enfrenta problemas de
eutrofizacion causado por actividades humanas como la agricultura, crecimiento urbano y por
descargas informales de aguas residuales (Heredia et al., 2022). Las autoridades y organizaciones
locales han implementado diversas estrategias para mitigar la eutrofizacién, como plantas de
tratamiento de aguas residuales y proyectos de saneamiento. Aunque estos esfuerzos han mejorado
la calidad del agua en algunas areas, los desafios persisten debido a la magnitud del problema y la
falta de infraestructura adecuada en toda la region (Duwig et al., 2014). Esto sumado a la necesidad
de una inversion econdmica fuerte que representa el instalamento de plantas de tratamiento y

diversos proyectos de gestion de residuos.

Para restaurar ecosistemas afectados por la eutrofizacion, se pueden emplear diversos
métodos, entre los cuales se destaca la biorremediacion. Este proceso incluye técnicas como la
bioaumentacion, que consiste en introducir microorganismos especificos, que no estan presentes
en el ecosistema, para degradar contaminantes o consumir nutrientes en exceso (Goswami et al.,
2018), la bioestimulacion consiste en afiadir nutrientes o condiciones especificas que favorezcan
el crecimiento de microorganismos nativos que ya estan presentes y que son capaces de reducir la
eutrofizacion (Benites y Méndez, 2023) y la fitorremediacion se basa en el uso de plantas y sus
microorganismos asociados para la mejora funcional y recuperacion de ecosistemas contaminados
(Marrero et al., 2012). Este conjunto de técnicas consiste en utilizar organismos vivos que tienen
la capacidad de degradar, retener, volatilizar o transformar contaminantes presentes en los
ecosistemas y de esta manera contribuyen a la recuperacion del equilibrio ecoldgico de los
ambientes deteriorados (Cafion, 2022). En particular, las bacterias son efectivas en reducir
significativamente los niveles de nutrientes como el nitrogeno y el fosforo, dada su alta

adaptabilidad y capacidad de utilizarlos como donadores de electrones en sus diferentes procesos



metabolicos. Al utilizar estos nutrientes, las bacterias ayudan a controlar la proliferacion de algas
y a mejorar la calidad del agua, lo cual es esencial para mantener la salud de los ecosistemas

acuaticos (Zhu et al., 2020).

Los microorganismos bacterianos logran reducir la eutrofizacion a través de procesos como
la desnitrificacion. En el ciclo del nitrogeno, las bacterias desnitrificadoras juegan un papel crucial
al convertir nitratos (NO3") en gas nitrogeno (N?) mediante un proceso anaerdbico, liberando este
gas de vuelta a la atmdsfera y ayudando a reducir la acumulacién de nutrientes en los ecosistemas
acuaticos (Garcia et al., 2020). Este proceso no solo ayuda a evitar la eutrofizacion, sino que
también le permite obtener energia a través de la respiracion anaerobica. Durante el ciclo del
fosforo, bacterias y algas asimilan fosfatos y otros compuestos de fésforo para construir moléculas
esenciales como ATP y fosfolipidos, necesarios para sus funciones metabodlicas y de crecimiento
(Mufioz et al.,, 2022). Al utilizar estos sustratos para su metabolismo, tanto las bacterias
desnitrificantes como las que participan en el ciclo del fésforo aprovechan estas moléculas ricas

en energia para sus procesos anabolicos, de organismos dafiinos como las cianobacterias.

Dionisi et al. (2012) menciona que la bioprospeccion de microorganismos es el proceso de
busqueda y utilizacion de microorganismos provenientes de diversos ambientes, para identificar
genes, proteinas o compuestos utilizados para las empresas biotecnologicas. Este proceso ha
cobrado importancia con el avance de la ingenieria genética y se caracteriza por la busqueda de
recursos genéticos valioso a partir de la biodiversidad microbiana (Pérez y Ortiz, 2022; Quispe y
Valderrama, 2024). Bunce et al., (2018) mencionan que, la seleccion de microorganismos para la
mitigacion de la eutrofizacion debe basarse en su eficacia para degradar los nutrientes clave y su
capacidad para adaptarse al entorno especifico del cuerpo de agua. Los criterios incluyen la

capacidad de los microorganismos para proliferar en las condiciones especificas del agua, su



eficacia en la desnitrificacion y fosfato-remocion, y su comparabilidad con otras formas de vida
acuatica. Existen varios estudios en los cuales se han evaluado microorganismos que se adaptan a
la degradacion de nutrientes, realizando ensayos en medios de cultivo para seleccionar cepas de
bacterias desnitrificantes o cianobacterias que asimilan el fosforo (Xie et al., 2024). Segun Riofrio
(2023), el enfoque de bioprospeccion en la Isla Santay, Guayaquil, consistid en identificar
microorganismos autoctonos asociados a la rizosfera de la palma Roystonea oleracea y evaluar su

capacidad para tolerar y degradar hidrocarburos mediante pruebas metabolicas y moleculares.

Un estudio evalu6 el efecto de las técnicas de bioestimulacion y bioaumentacion utilizando
microorganismos como Pseudomonas spp, Chlorella spp y Bacillus spp en la remocion de
contaminantes en aguas del puerto de lanchas de Isla de Toas (lago de Maracaibo, Venezuela) y
los resultados mostraron que la bioaumentacion fue mds efectiva, logrando una remocién de
materia organica del 99,8%, y nitratos en un 66,7%. La bioestimulacién también mostr6 eficacia,
pero con resultados menos destacados (Alburgue et al., 2016). En otro estudio se evalu6 el uso de
bacterias para biodegradar nutrientes ligados a la eutrofizacion. Se prepararon medios de cultivo
especificos para cultivar microorganismos seleccionados capaces de degradar nutrientes como
nitratos y fosfatos. El resultado fue considerable ya que hubo una disminucion significativa de
25%-35% en los niveles de nitratos y fosfatos en zonas tratadas con estos consorcios (Yang et al.,

2020).

Este trabajo también se enfoca en proponer soluciones basadas en la naturaleza, un
conjunto de acciones o estrategias que aprovechan los procesos naturales para abordar desafios
ambientales y sociales. De acuerdo con un informe del Ministerio para la Transicion Ecologica de
Espaia, estas soluciones incluyen la restauracion de humedales, la revegetacion de riberas y la

implementacion de practicas agricolas sostenibles para reducir la contaminacion por nitratos y



fosforo (CENEAM, s.f.). Estas acciones no solo mejoran la calidad del agua, sino que también
incrementan la resiliencia de los ecosistemas y proporciona beneficios adicionales, como la
conservacion de biodiversidad y la mitigacion del cambio climatico. En este contexto, el presente
estudio busca evaluar la bioaumentacion como una posible solucidn para la remediacion ambiental

de un ecosistema lacustre eutrofizado.

La laguna de Yahuarcocha, ubicada en la provincia de Imbabura al norte del Ecuador, es de
gran importancia ecologica y socioecondmica para la region. Esta comenz6 a mostrar signos de
eutrofizacion a partir de la década de 1980, coincidiendo con la construccion de la carretera
alrededor de la laguna como parte de un proyecto de desarrollo urbano y turistico Guerra et al.,
(2023). Esto afiadido a otras actividades antropogénicas, ha contribuido significativamente a la
eutrofizacion del ecosistema y ha facilitado la acumulacion excesiva de nutrientes en el agua. Entre
las principales fuentes de contaminacion se describen las descargas de aguas domésticas, agricolas
e industriales, fertilizantes, residuos de pastoreo de ganado y desechos so6lidos. Dichas fuentes se
han intensificado con el tiempo y han acelerado el proceso de eutrofizacion en los ultimos afios
(Hernandez et al., 2022). La eutrofizacion representa un problema ambiental y socioecondmico
para la laguna de Yahuarcocha (Méndez, 2022). La proliferacion excesiva de algas ha provocado
una disminucion significativa del oxigeno disuelto en el agua, deteriorando la salud del ecosistema
y reduciendo las poblaciones de peces y aves acudticas, asi como degradando el paisaje natural
(Quijije, 2022). Este deterioro no solo afecta la biodiversidad local, sino que también reduce el
valor recreativo y turistico de la laguna, subrayando la necesidad de soluciones efectivas para su

restauracion y conservacion.

Asi también en la investigacion realizada por Astudillo (2018) se identificé la necesidad de

estudiar la interacciéon entre consumidores y productores en la laguna de Yahuarcocha,



enfocandose en el pastoreo del mesozooplancton sobre el fitoplancton como técnica de
biomanipulacion con el objetivo de mejorar la calidad del agua y controlar el crecimiento excesivo
de fitoplancton. Los resultados fueron regulares, aunque se observaron algunas disminuciones en
los niveles de clorofila (indicador de biomasa algal) en ciertos tratamientos, la mayoria de los
bioensayos no fueron efectivos en controlar el fitoplancton de manera efectiva. Se propuso seguir
realizando bioensayos para desarrollar una estrategia de biomanipulacion que considere la
dindmica bidtica del lago y mejore la calidad del agua. Esto brinda una oportunidad de

investigacion para el presente proyecto, dada la relevancia del estudio y el método propuesto.

Es importante mencionar que no se han reportado iniciativas de bioaumentacion y/o
bioestimulacion en la laguna de Yahuarcocha para combatir la eutrofizacion, lo cual podria ser una
opcion viable para proponer medidas alternativas de tratamiento a este ecosistema lacustre. Las
principales estrategias se han centrado en métodos més convencionales como la instalacion de
aireadores para aumentar los niveles de oxigeno en el agua y equipos de ultrasonido para controlar
las poblaciones de microorganismos como las microalgas y cianobacterias, estos equipos trabajan
con ondas ultras que rompen las vacuolas de gas presentes en estos microorganismos, evitando
que estas se encuentren en la superficie y realicen procesos de fotosintesis. También se han llevado
a cabo campanas de limpieza para eliminar la acumulacion de desechos solidos, y se ha trabajado
en la concientizacion de la comunidad sobre la reduccion de contaminantes que ingresan a la

laguna (MAATE, 2021; El NORTE, 2024; Farinango, 2023).

En Yahuarcocha, la implementacion de microorganismos especificos podria contribuir a
restaurar el equilibrio ecologico de la laguna, mejorando tanto la biodiversidad y salud ambiental,
asi como también la resiliencia de este ante futuras perturbaciones. Ademas, el uso de soluciones

biologicas como la bioaumentacion con microorganismos en lagunas eutrofizadas, se alinean con



los principios de sostenibilidad al promover un enfoque natural y de bajo impacto para la

recuperacion de cuerpos de agua. Estas técnicas no solo buscan mitigar los efectos nocivos de la

contaminacion por nutrientes, sino que también regeneran los ecosistemas acuaticos sin recurrir a

quimicos agresivos o métodos artificiales que pueden afectar el equilibrio ambiental (CGE, 2021).

1.1. OBJETIVOS:

1.1.1. Objetivo general:

Evaluar la capacidad de biodegradacion de los nutrientes nitrogeno y fosforo en un
ecosistema eutrofizado mediante ensayos de laboratorio con microorganismos para

proponer soluciones basadas en la naturaleza.

1.1.2. Objetivos especificos:

Identificar las actividades de impacto ambiental y el area de estudio en la laguna de
Yahuarcocha.

Analizar in vitro la concentracion de nitratos y fosfatos en las muestras de agua antes y
después de aplicar un tratamiento de bioaumentacion.

Proponer recomendaciones de soluciones basadas en la naturaleza en base a los resultados

obtenidos.

CAPITULO 11

METODOLOGIA

2.1. Tipo de investigacion

El presente estudio combind investigaciones de campo y de laboratorio. Este enfoque se

eligié porque las muestras de agua se recolectaron tanto de la laguna de Yahuarcocha como



muestras de suelo de un area protegida, para ser posteriormente analizadas en el laboratorio de la

PUCE Ibarra.

El nivel de conocimiento de la investigacion fue descriptivo, ya que se evaluaron y
describieron las capacidades de los microorganismos en términos de su eficacia para degradar
nutrientes y su potencial para ser utilizados en técnicas de biorremediacion de ecosistemas

acuaticos eutrofizados.

2.2. Disefo de investigacion

La investigacion es experimental dado que se aislaron microorganismos por medio de
cultivos para luego escoger los mas resistentes y después analizar el crecimiento microbiano para

evaluar su capacidad de biodegradacion de nutrientes de la laguna de Yahuarcocha.

2.3. Area de estudio

La laguna de Yahuarcocha, situada en la provincia de Imbabura, Ecuador, se encuentra a
una latitud de 0°22°23’N y una longitud de 78°06°02”°0, a una altitud de 2190 msnm. Con una
superficie de 2.62 km?, esta laguna contiene aproximadamente 12.7 millones de metros ctbicos de
agua. La temperatura del agua en la laguna ronda los 14°C, y su profundidad promedio es de

alrededor de siete metros.

2.4. Muestreo

Se empled un método de muestreo direccionado, considerando la proximidad a diversas
actividades con impacto ambiental negativo en los alrededores de la laguna. Las coordenadas de
los puntos de muestreo se presentan en la Tabla 1. Durante el proceso, se realizaron registros

visuales de las actividades humanas observadas en el entorno. Para ello, se utilizdé una embarcacion



y un GPS Garmin® para registrar las coordenadas de cada punto, siguiendo la metodologia de

Méndez (2022). En total, se seleccionaron seis puntos de muestreo con base en estos criterios.

Tabla 1. Coordenadas de los puntos de muestreo y actividades observadas alrededor de la laguna

Yahuarcocha.

Puntos de  Coordenadas X Coordenadas Y Puntos de Posibles impactos

muestreo Interés

Punto 01 0822651E 0041405N -Muelle Contaminacion por
-Estacion de aceites y
bomberos combustibles,
-Autodromo alteracion del entorno

Punto 02 0822968E 0041820N -Fincas, hotelesy  Uso de fertilizantes,
hosterias acumulacion de
- Sectores desechos solidos y
turisticos, plasticos
miradores.

Punto 03 0823103E 0040898N -Actividades Generacion de
agropecuarias desechos solidos, uso
-Poblacion de fertilizantes
-Actividades
turisticas y
recreativas

Punto 04 0822462E 0039864N -Actividades Contaminacion por
recreativas, pesca, aguas residuales y
pastoreo de materia organica
ganado
(excremento),
-Vertimiento de
aguas residuales

Punto 05 0821722E 0041655N -Poblacién activa, Vertimientos de aguas
-Actividades residuales, aumento
domésticas de carga de nutrientes

en la laguna
Punto 06 0822833E 0040340N -Construccion de  -Alteracion del flujo

reservorio,
-Invernaderos
Zona agricola

hidrico, generacion de
desechos adicionales,

posible impacto en la

dinamica hidrica




La ubicacion de estos puntos se correlaciond también con un analisis geoespacial rapido
generado mediante el sistema de informacion geografica Quantum Gis version 3.38.0 (Ver Figura
I). Las muestras se recolectaron conforme la normativa NTE INEN 2176:2013 que establece

directrices para el manejo y técnicas de muestreo.

Figura 1. Ubicacion de los puntos de muestreo en la laguna de Yahuarcocha
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Nota: Los puntos de color amarillo indican las localizaciones especificas donde se

recolectaron las muestras de agua.

2.5. Recoleccion de muestras de agua

Las muestras de agua se recolectaron en los seis puntos seleccionados, con dos repeticiones
por cada punto, resultando en un total de 12 muestras. La recoleccion se realizé en botellas estériles

de 500 ml. Las muestras se tomaron a una profundidad uniforme (de 0,5 a 1 metro bajo la
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superficie) para garantizar la representatividad de los datos (Van Colen et al., 2017). Después, las
botellas se rotularon debidamente para mantener la cadena de custodia que establece la normativa
NTE INEN 2169:2013 de técnicas y precaucion de conservar y transportar las muestras de agua.
Finalmente, las muestras se transportaron inmediatamente a 4°C mediante un cooler al laboratorio

para su respectivo analisis.

2.6. Condiciones de trabajo y procedimientos microbioldgicos

Los ensayos se realizaron en los laboratorios especializados en calidad de aguas y
biotecnologia de la Escuela de Ciencias Agricolas y Ambientales de la PUCE Ibarra. El uso de
estos espacios garantizd un entorno adecuado para la correcta implementacion de los
experimentos, asegurando que los resultados sean replicables y puedan contribuir a la mejora de

estrategias de manejo en ecosistemas eutrofizados a nivel local y regional.

En todos los procedimientos microbiologicos se emplearon técnicas de asepsia. El trabajo
se realizé dentro del rango de calor generado por la llama de un mechero Bunsen para minimizar
la contaminacion ambiental. Se desinfectaron las manos y las superficies de trabajo con alcohol, y
se utilizaron guantes y mascarilla como medidas adicionales de proteccion. Asimismo, se evitd la

exposicion a corrientes de aire para prevenir cualquier posible contaminacion externa.

2.7. Medicion de iones
Previo a realizar los andlisis de los iones, se procedi®6 mediante un potenciometro

LAQUA® para evaluar el pH y la temperatura de las muestras recolectadas.

Para la medicion de iones nitrato y fosfato, se utilizd6 un espectrofotometro Merck®
Millipore. Los protocolos del fabricante incluyen instrucciones detalladas para la preparacion de

reactivos y muestras, garantizando precision y confiabilidad en la deteccion de estos nutrientes.
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Dichos procedimientos pueden consultarse en los sitios web oficiales del fabricante (Hach

Company, 2019; Hach Company, 2017).
Nitratos NO3~

Se prepararon 12 tubos de ensayo, a cada uno de los cuales se les afiadieron 10 ml de las
muestras de agua que se recolecto en la laguna. Es decir, cada muestra a cada tubo de ensayo.
También se anadio un paquete de reactivo Nitraver® 5. Los tubos se agitaron suavemente durante
un minuto y se dejaron reposar durante 5 minutos para permitir la reaccion. Posteriormente, la
dilucion de cada tubo se trasvaso a los frascos correspondientes del kit, los cuales fueron colocados
en la celda del espectrofotometro para realizar las mediciones y posteriormente los valores

obtenidos fueron registrados para su analisis.
Fosfatos PO4+*"

Conforme al protocolo establecido del fabricante, se procedid a agregar Sml de muestras
agua que se recolectd en la laguna en 12 tubos de ensayo que contenian reactivo PO4™!. A cada
tubo se afiadi6 un paquete de persulfato de potasio en polvo, y posteriormente, los tubos fueron
colocados en un termorreactor a 150°C durante 30 minutos. Una vez finalizado el tiempo de
reaccion, los tubos fueron retirados del termorreactor y se dejaron enfriar a temperatura ambiente.
Luego, se aniadieron 2 ml de NaOH 1,54N a cada tubo, los cuales se agitaron cuidadosamente.
Posteriormente, se incorporaron 0.5 ml de reactivo de molibdovanadato a cada tubo. Finalmente,
los tubos fueron colocados en la celda del espectrofotometro para realizar las mediciones

correspondientes.

Una vez que se midio las concentraciones de nitratos y fosfatos en las 12 muestras (dos

repeticiones de cada uno de los seis puntos de muestreo), los valores mostraron cierta variabilidad.
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Por esta razon, se promediaron los datos obtenidos para cada nutriente, lo que facilité la

representacion grafica y permitid una visualizacion mas clara de las tendencias.

2.8. Obtencion de muestras de suelo de la Isla Santay

Las muestras de suelo utilizadas en este estudio fueron recolectadas en el humedal Ramsar
de la isla Santay, en Guayaquil, como parte de la investigacion realizada por Riofrio (2023). En
dicho estudio, se tomaron muestras de suelo cerca de las palmas reales, donde el contenido de
materia orgdnica es alto debido al residuo vegetal circundante. Se encontr6 que los
microorganismos presentes en esas muestras mostraron un notable potencial como
biorremediadores, demostrando crecimiento significativo en medios contaminados con

hidrocarburos e incluso la capacidad de generar biosurfactantes.

2.9. Preparacion de muestra de suelo de la isla Santay

Se contd con cuatro muestras de suelo de la isla Santay que se nombraron como (M1, M2,
M3 y M4). Para su procedimiento se tomo una alicuota de 50 g de cada muestra y se las dejo secar
en la incubadora a 100°C por 1 hora para eliminar la humedad. Una vez secas, se prepararon cuatro
vasos de precipitacion, sobre los cuales se colocd papel filtro. Luego, las muestras secas fueron
trituradas y colocadas sobre el papel filtro. Se afiadié agua destilada estéril, la cual pas6 a través
del filtro. El filtrado obtenido fue colectado en los vasos de precipitacion, dejando las particulas
gruesas atrapadas en el filtro y permitiendo obtener un liquido claro con los microorganismos

presentes en las muestras.

2.10. Preparacion de diluciones de los filtrados

Una vez obtenidos los cuatro filtrados de las muestras de suelo, se procedi6 a realizar las

diluciones correspondientes. Para cada filtrado, se realizaron un total de seis diluciones en serie,
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con el fin de obtener concentraciones adecuadas para el posterior aislamiento de los
microorganismos. Las diluciones se prepararon utilizando soluciones estériles de 9 ml, siguiendo
una metodologia estandar de diluciones en serie, para asegurar una distribucion uniforme de los
microorganismos y facilitar su conteo en los medios de cultivo. Este proceso permitio preparar las

muestras para los ensayos microbiologicos posteriores.

2.11. Preparacion de caldo de cultivo y agar nutritivo

Para el anélisis microbiologico se prepardé Mueller Hinton Both y Mueller Hinton Agar. La
preparacion del caldo de cultivo se realizé disolviendo 13 g de Mueller Hinton Both en 1000 ml
de agua destilada estéril, mientras que para el agar nutritivo Mueller Hinton Agar se utiliz6 23 g
en 1000 ml de agua destilada estéril. Todos los materiales, incluyendo cajas Petri, tubos de ensayo,
agar, caldo de cultivo, puntas para pipetas y tubos con agua destiladas, fueron esterilizados en
autoclave a 121°C durante 1 hora. Posteriormente, en condiciones estériles, se distribuyeron 20 ml
de caldo de cultivo en 12 tubos de ensayo y 12 ml de agar nutritivo en placas Petri. Finalmente, el

agar se dejo solidificar antes de continuar con el proceso experimental.

2.12. Inoculacion en medios de cultivo liquido

Para el crecimiento de microorganismos en caldo de cultivo, se procedi6 a utilizar las
primeras tres diluciones de cada una de las cuatro muestras, de las cuales se tomo6 1 ml y se colocod
en un tubo de caldo de cultivo, obteniendo un total de 12 tubos. Seguidamente, se almacend los

tubos en la incubadora durante 24 horas a una temperatura de 37° C.

2.13. Inoculacidon en medio de cultivo solido

Para la inoculacion en medio so6lido, se procedio a utilizar la cuarta, quinta y sexta dilucion.

Se afiadi6é con una micropipeta 1 ml de las diluciones en cada caja Petri por el método de extension
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de depdsito en el centro de la placa, y se movid las placas en circulos para extender el inoculo

sobre la superficie del agar.

Igualmente se obtuvo en total 12 cajas Petri inoculadas que se almacenaron en una
incubadora a una temperatura de 37°C por 24 horas. Pasado este lapso se examind el crecimiento
en las cajas Petri y se busco separar colonias en base a su morfometria y sus fenotipos; color,

textura, tamafio, viscosidad, etc.

2.14. Purificacion de cepas

Se utiliz6 técnicas de estriado en placa para separar colonias individuales y obtener cultivos
puros de los microorganismos previamente identificados. Primero, se flameo el asa de siembra
hasta que el filamento alcanzo6 un rojo incandescente, luego se abrio levemente la caja y se dejo
enfriar dentro de la placa dando toques en las zonas donde no habia crecimiento de

microorganismos.

Luego, se procedio a tomar una porcidon de las colonias identificadas, se tapd la caja y
brevemente se inoculo en otro medio de cultivo estéril solido, esparciéndolo en estrias en forma
de zigzag. Luego, se almacenaron en la incubadora a 37°C durante 24 horas y pasado este tiempo

se guardaron en un refrigerador a 4°C para su proximo uso.

2.15. Evaluacion de ecologia microbiana mediante Ecoplate®

Para los ensayos de ecologia microbiana se utilizd microplacas Ecoplate®, las cuales
ayudan a obtener el perfil fisiologico a nivel comunitario (CLPP). Las placas contienen un total de
96 pocillos cada una, de las cuales, estan divididas en tres repeticiones de 31 fuentes de carbono,
cuyas categorias son 6 grupos: fuentes complejas de carbono, aminoacidos, carbohidratos, acidos

carboxilicos, aminas y carbon-fosfato.
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Inicialmente, se cultivaron las primeras tres diluciones de cada muestra (M1, M2, M3 y
M4) en caldo de cultivo durante 24 horas. Tras este periodo, se observd crecimiento en el caldo de
cultivo para las muestras M2, M3 y M4, mientras que en la muestra M1 no hubo crecimiento de
microorganismos. Debido a la falta de crecimiento en la muestra M1, en la primera microplaca
solo se inocularon los filtrados correspondientes a las muestras M2, M3 y M4. Por otra parte, en
la segunda y tercera microplaca se agregaron 6 cepas representativas del aislamiento directo de los
cultivos realizados a partir de las muestras originales de las cajas Petri para su posterior analisis.
Las mediciones se realizaron durante cinco dias, de los cuales, se registraron los datos dentro de
las siguientes horas: 24, 48, 72, 96 y 120 horas.

Para este proceso se uso un espectrofotometro visible para microplacas de la marca BioTek
modelo EPOCH vy a su vez el software Gen 5 (Microplate Reader and Imager Software) para el
analisis de los resultados. La longitud de onda empleada en el espectrofotdmetro fue de 590 nm,
para medir el desarrollo de color promedio de los pocillos por sus siglas en inglés AWDC, el cual
se calcula utilizando la féormula que se presenta en la tabla 2. Este indicador refleja la actividad
metabolica al medir el desarrollo de color en los pocillos que contienen diferentes fuentes de
carbono y permite comparar de manera estandarizada la actividad microbiana entre distintas
muestras, proporcionando informacion sobre la diversidad funcional.

Tabla 2. Formula para calcular el desarrollo de color promedio del pocillo (AWCD,).

Indice Abreviacion Formula Variables
OD: desarrollo observable
Desarrollo de color C: densidad Optica de cada
en los pocillos de AWCD OD=C-RXOD/N fuente de carbono
las microplacas R: densidad optica del pocillo
control

N: nuero de fuentes de carbono

Nota: Adaptado de Andrade et al., (2024a).
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Una vez obtenidos los resultados del ensayo Ecoplate®, se realizo el analisis de varianza
(ANOVA) de una via y la prueba de TUKEY, para observar diferencias significativas entre medias
de los valores. Estos analisis se llevaron a cabo utilizando el programa GraphPad Prism version
10.4.1 (627). Tomando en cuenta el nivel de significancia del 5% y 95% de confiabilidad. Los
resultados detallados del analisis estadistico empleado pueden visualizarse en la seccion de

Anexos, Tabla (5-40).

Para los analisis de TUKEY, se agruparon los valores con base en la similitud de las medias,

lo que facilito la visualizacion de las comparaciones entre si.

2.16. Evaluacion de la biodegradacion con microorganismos aislados frente a nutrientes

mediante ensayos de bioaumentacion.

Una vez obtenidos los cultivos puros de los microorganismos aislados de las muestras del
humedal Ramsar de la isla Santay, se procedi6 con los ensayos en laboratorio en los cuales, los
microorganismos seleccionados fueron inoculados en medios especificos enriquecidos con agua

eutrofizada de la laguna.

Se llevaron a cabo 12 ensayos experimentales utilizando muestras de agua recolectada de
los seis puntos establecidos en la laguna de Yahuarcocha. Para ello, se emplearon 12 vasos de
precipitacion. En cada vaso, se afiadio 8 ml de cada una de las 12 muestras, provenientes de las
dos repeticiones de los seis puntos de muestreo, resultando en un volumen final aproximado de

100 ml por vaso.

Por otra parte, se procedio a centrifugar los cultivos con cepas previamente cultivadas del
caldo nutritivo; una vez centrifugados, se clasificaron en dos grupos dependiendo de la cantidad

de consorcio microbiano sedimentado tal como se observa en la Tabla 3. Esto se realiz6 para
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determinar la dosis mas efectiva de indculo para la degradacion de nitratos y fosfatos.
Adicionalmente, se prepard una muestra compuesta que no tuvo inodculo para ser empleada como

control.

Tabla 3. Distribucion de tratamientos y condiciones experimentales con muestras compuestas de

agua eutrofizada de Yahuarcocha.

Ensayos de bioaumentacion

#de muestra # de cepa Consorcio
compuesta microbiano
inoculado
1 Cepa 1 10ul
2 Cepa 2 10ul
3 Cepa 3 10ul
4 Cepa 4 10ul
5 Cepa 5 10ul
6 Cepa 6 10ul
7 Cepa 7 20ul
8 Cepa 8 20ul
9 Cepa 9 20ul
10 Cepa 10 20ul
11 Cepa 11 20ul
12 Cepa 12 20ul
13 Control 0

Fuente: Elaboracion propia

Se realizaron observaciones cada 24 horas durante un periodo de cinco dias. Las muestras
se mantuvieron a temperatura ambiente en condiciones iluminadas. Durante este tiempo se
midieron las concentraciones de nutrientes al final del periodo para determinar si se produjo una

reduccion en comparacion con las condiciones iniciales.
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CAPITULO 111

3. RESULTADOS

3.1. Parametros fisicoquimicos de la laguna Yahuarcocha

Se realizo una evaluacion inicial de pH y temperatura en los seis puntos seleccionados de

la laguna de Yahuarcocha como se muestra en la figura 2.

Figura 2. Valores iniciales de pH y temperatura de las muestras de agua recolectadas en la laguna
de Yahuarcocha

Valores de pHy Temperatura C°

25 2 22.8 23 293 990 22.8
20
315
S
2 H
S 1 8.4 8.7 8.7 8.8 8.8 mp

Temperatura °C

[¢)]

Punto 1 Punto2 Punto3 Punto4 Punto5 Punto6

Puntos de muestreo

Nota: los valores de pH y temperatura en las muestras iniciales oscilaron entre 7.9y 8.8, y
de 22°C a 23°C, respectivamente, evidenciando condiciones ligeramente alcalinas y temperaturas

relativamente homogéneas en la laguna.
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3.2.Concentraciones iniciales de nitratos y fosfatos

Se evaluaron las concentraciones iniciales de nitratos y fosfatos (NO3) y (PO+*") en
las muestras de agua recolectadas en los seis puntos de la laguna de Yahuarcocha tal como se

detalla en la Figura 3.

Figura 3. Concentracion de Nitratos y Fosfatos medidos inicialmente en los seis puntos de
muestreo de la laguna de Yahuarcocha.

Concentracién inicial de NO,~ y PO,>"
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25.8

23.5
25

20.1

18.9

20 17.1

129 Nitratos
15 12.4 .

m Fosfatos
H LMP 10 mg/L

10

Concentracion (mg/L")
Y

Punto 1 Punto 2 Punto 3 Punto 4 Punto 5 Punto 6
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Segun el Acuerdo ministerial 097 Anexo 1 del libro VI del texto unificado de
legislacion secundaria del ministerio del ambiente: Norma de calidad ambiental y de descarga
de efluentes al recurso agua, el limite maximo permisible (LMP) se refiere al valor méximo
permitido de una sustancia, contaminante o parametro en un medio especifico, como el agua,

el aire, el suelo o los alimentos.

Dentro del acuerdo ministerial libro VI anexo 1, norma de calidad ambiental y de

descarga de efluentes al recurso agua, en su tabla 12, se puede observar los limites de
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nutrientes en aguas dulces frias o calidas, y en aguas marinas y de estuarios para preservacion
de la vida acuatica y silvestre. Donde se establece que el LMP de nutrientes como nitratos y

fosfatos es de es de 10mg/L .

Con base en los resultados obtenidos, los valores promedio de nitratos y fosfatos en
los seis puntos de estudio presentaron concentraciones que en su mayoria superan el limite
maximo permisible para ambos parametros. Los nitratos muestran valores que oscilan entre
9,9mg/L ! y 11,45mg/L ! en cuatro de los seis puntos de muestreo, superando el limite
permitido. Por otro lado, los fosfatos presentan valores mas elevados, con promedios que
varian entre 9,45mg/L "' y 14mg/L !, superando el limite en cinco de los seis puntos

analizados.

3.3. Caracteristicas metabolicas de fuentes de carbono

Las siguientes figuras (ver figuras 5, 6, 7, 8, 9 y 10) muestran el consumo de diferentes
fuentes de carbono, agrupadas en seis categorias: fuentes complejas de carbono,
aminoacidos, carbohidratos, acidos carboxilicos, aminas y carbon-fosfato. En estos graficos
se comparan los patrones de consumo entre las muestras M2, M3 y M4, asi como entre seis

cepas aisladas (1, 2,3y 4, 5, 6).

Las muestras M2, M3 y M4 corresponden a los filtrados de suelo recolectados en la
isla Santay, que fueron cultivados en caldo nutritivo con el objetivo de enriquecer la
poblacidén microbiana presente. Por otro lado, las cepas 1, 2, 3 y 4, 5, 6 fueron obtenidas

mediante asilamiento a partir de cultivos puros de las muestras originales.
Cada fuente de carbono evaluada se presenta en tres graficos:

Grafico A: consumo en las muestras (M2, M3 y M4)
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Grafico B: consumo en las cepas 1,2y 3
Grafico C: consumo en las cepas 4, 5y 6
Los resultados corresponden a mediciones tomadas tras cinco dias de incubacion.

En el eje X se observan las muestras y cepas mientras que en el eje Y la relacion

AWCD que refleja el promedio de consumo de las muestras y cepas en relacion con estas

fuentes.

Figura 4. Consumo de Fuentes complejas de carbono a las 24, 48, 72, 96 y 120 horas. AWCD
(Average Well Color Development).
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En la figura 4, en la grafica A, el resultado del ANOVA mostré que hay diferencias
significativas entre medias (ver Anexos, tabla 5) y el resultado de comparacion de Tukey
mostrd que; hay diferencias entre M2 y M3, asi como M3 y M4. Sin embargo, M2 y M4 no

mostraron diferencias significativas (ver Anexos, tabla 6).

El grafico B detalla el consumo de fuentes complejas de carbono por parte de las

cepas aisladas 1, 2 y 3. Los resultados del ANOVA mostraron que hay diferencias
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significativas entre medias (ver Anexos, tabla 7) y el resultado de comparacion de Tukey
mostro que; hay diferencias entre las cepas 1 y 2, asi como las cepas 1 y 3. Sin embargo,

entre las cepas 2 y 3 no mostraron diferencias significativas (ver Anexos, tabla 8).

Y el grifico C, los resultados del ANOVA mostraron que hay diferencias
significativas entre medias (ver Anexos, tabla 9) y el resultado de comparacién de Tukey
mostrd que; hay diferencias entre las cepas 4 y 5, asi como las cepas 5 y 6. Sin embargo,

entre las cepas 4 y 6 no mostraron diferencias significativas (ver Anexos, tabla 10).

Figura 5. Consumo de aminodcidos a las 24, 48, 72, 96 y 120 horas. AWCD (Average Well
Color Development).
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En la figura 5, en el grafico A, el resultado del ANOVA mostrd que hay diferencias
significativas entre medias (ver Anexos, tabla 11) y el resultado de comparacion de Tukey
mostrd que; hay diferencias entre M2 y M3, asi como M3 y M4. Sin embargo, entre M2 y

M4 no se observaron diferencias significativas (ver Anexos, tabla 12).
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El grafico B detalla el consumo de aminoacidos por parte de las cepas aisladas 1,2 y
3. Los resultados del ANOVA mostraron que no hay diferencias significativas entre medias
(ver Anexos, tabla 13) y el resultado de comparacion de Tukey mostro que; no hay diferencias

entre las cepas 1 y 2, asi como las cepas 2 y 3. Sin embargo, entre las cepas 1 y 3 mostraron

diferencias significativas (ver Anexos, tabla 14).

Y el grafico C, los resultados del ANOVA mostraron que no hay diferencias
significativas entre medias (ver Anexos, tabla 15) y el resultado de comparacion de Tukey

mostrd que; no hay diferencias entre cepa 4, 5 y 6 (ver Anexos, tabla 16).

Figura 6. Consumo de Carbohidratos a las 24, 48, 72, 96 y 120 horas. AWCD (Average Well
Color Development).

Carbohidratos
A B C
4- 4- 4-
il - [
8 3 S 8 3_ -l g 3 l l
=
< E g.
:E 27 5 21 S 27
8 g k]
€ 17 S 14 ® 1
Y T T 0- T . Y T T
M2 M3 M4 o > 2
-3 2> 2>
OQQ (JQQ <J°Q OQQ OGQ OQQ

En la figura 6, en el grafico A, el resultado del ANOVA mostrd que hay diferencias
significativas entre medias (ver Anexos, tabla 17) y el resultado de comparacion de Tukey
mostrd que; hay diferencia entre M2 y M3, asi como M3 y M4. Sin embargo, entre M2 y M4

no mostraron diferencias significativas (ver Anexos, tabla 18).

El grafico B detalla el consumo de carbohidratos por parte de las cepas aisladas 1, 2

y 3. Los resultados del ANOVA mostraron que hay diferencias significativas entre medias
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(ver Anexos, tabla 19) y el resultado de comparacion de Tukey mostro que; no hay diferencias

entre las cepas 1 y 2, asi como las cepas 1 y 3. Sin embargo, entre las cepas 2 y 3 no mostraron

diferencias significativas (ver Anexos, tabla 20).

Y el grafico C, los resultados del ANOVA mostraron que no hay diferencias
significativas entre medias (ver Anexos, tabla 21) y el resultado de comparacion de Tukey

mostr6 que; no hay diferencias entre cepa 4, 5 y 6 (ver Anexos, tabla 22).

Figura 7. Consumo de Acidos carboxilicos a las 24, 48, 72, 96 v 120 horas. AWCD (Average
Well Color Development)
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En la figura 7, en el grafico A, el resultado del ANOVA mostré que hay diferencias
significativas entre medias (ver Anexos, tabla 23) y el resultado de comparacion de Tukey

mostro que; hay diferencias entre M2, M3 y M4 (ver Anexos, tabla 24).

El grafico B detalla el consumo de acidos carboxilicos por parte de las cepas aisladas
1,2y 3. Los resultados del ANOVA mostraron que hay diferencias significativas entre medias

(ver Anexos, tabla 25) y el resultado de comparacion de Tukey mostrd que; no hay diferencias
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entre las cepas 1 y 2, asi como las cepas 1 y 3. Sin embargo, entre las cepa 2 y 3 mostraron

diferencias significativas (ver Anexos, tabla 26).

Y el grifico C, los resultados del ANOVA mostraron que hay diferencias
significativas entre medias (ver Anexos, tabla 27) y el resultado de comparacion de Tukey
mostrd que; no hay diferencias entre las cepas 4 y 5, asi como las cepas 4 y 6. Sin embargo,

entre las cepas 5 y 6 se observaron diferencias significativas (ver Anexos, tabla 28).

Figura 8. Consumo de Aminas a las 24, 48, 72, 96 y 120 horas. AWCD (Average

Well Color Development).
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En la figura 8, en el grafico A, el resultado del ANOVA mostrd que hay diferencias
significativas entre medias (ver Anexos, tabla 29) y el resultado de comparacion de Tukey
mostrd que; hay diferencias entre M2 y M3, asi como M3 y M4. Sin embargo, entre M2 y

M4 no se observaron diferencias significativas (ver Anexos, tabla 30).

El grafico B detalla el consumo de aminas por parte de las cepas aisladas 1, 2 y 3. Los

resultados del ANOVA mostraron que hay diferencias significativas entre medias (ver
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Anexos, tabla 31) y el resultado de comparacion de Tukey mostré que; no hay diferencias

entre las cepas 2 y 1, asi como las cepas 3 y 2. Sin embargo, entre las cepas 3 y 1 mostraron

diferencias significativas (ver Anexos, tabla 32).

Y el grafico C, los resultados del ANOVA mostraron que no hay diferencias
significativas entre medias (ver Anexos, tabla 33) y el resultado de comparacion de Tukey

mostrd que; no hay diferencias entre las cepas 4, 5 y 6 (ver Anexos, tabla 34).

Figura 9. Consumo de Carbon-Fosfato a las 24, 48, 72, 96 y 120 horas. AWCD (Average
Well Color Development).
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En la figura 9, en el grafico A, el resultado del ANOVA mostré que hay diferencias
significativas entre medias (ver Anexos, tabla 35), y el resultado de comparacion de Tukey
mostr6 que; hay diferencias entre M2 y M3, asi como M3 y M4. Sin embargo, entre M2 y

M4 no mostraron diferencias significativas (ver Anexos, tabla 36).

El grafico B detalla el consumo de carbon-fosfato por parte de las cepas aisladas 1, 2
y 3. Los resultados del ANOVA mostraron que hay diferencias significativas entre medias

(ver Anexos, tabla 37) y el resultado de comparacion de Tukey mostroé que; hay diferencias
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entre la cepas 1 y 2, asi como las cepas 2 y 3. Sin embargo, entre las cepas 1 y 3 no se observd

diferencias significativas (ver Anexos, tabla 38).

Y el grifico C, los resultados del ANOVA mostraron que hay diferencias
significativas entre medias (ver Anexos, tabla 39) y el resultado de comparacion de Tukey
mostrd que; hay diferencias entre las cepas 4 y 5, asi como las cepas 4 y 6. Sin embargo,

entre las cepas 5 y 6 no se encontr6 diferencias significativas (ver Anexos, tabla 40).

3.4. Evaluacion de biodegradacion de nutrientes por microorganismos aislados

mediante ensayos de bioaumentacion

Transcurrido cinco dias, la mayoria de las cepas lograron reducir las concentraciones
de nitratos por debajo del LMP de 10mg/L!., lo que sugiere un efecto positivo de los

consorcios microbianos en la reduccion de nitratos del 32% (ver figura 10).

Figura 10. Comparacion de niveles de concentracion de nitratos antes y después del
tratamiento
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La cepa 9 en nitratos no tuvo el resultado esperado, pero a comparacion de las otras

cepas podemos ver que si existio una disminucion.

En el caso de los fosfatos, la reduccioén es mas notable, con la mayoria de las cepas,

logrando concentraciones de 1 mg/L™'. o menos, lo que indica una remocion de este nutriente

de hasta el 90% (ver figura 11).

Figura 11. Comparacion de niveles de concentracion de fosfatos antes y después del
tratamiento
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El control no mostré cambios significativos en la concentracion de nitratos o fosfatos,

sugiriendo que las reducciones observadas en los demas ensayos fueron el resultado de la

accion de los consorcios microbianos.
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4. DISCUSION

El presente estudio evalud la degradacion de nutrientes mediada por microorganismos
en la laguna de Yahuarcocha, un ecosistema altoandino con problemas de eutrofizacion. Los
resultados iniciales de los parametros fisicoquimicos en la laguna se mantuvieron dentro de
un rango ligeramente alcalino de 8 y con temperaturas relativamente homogéneas de 22-
23°C. Estas condiciones suelen favorecer la proliferacion de algas y cianobacterias,
agravando el estado de eutrofizacidn, tal como se ha documentado en otros estudios sobre

lados eutrofizados (Chislock et al., 2013).

En cuanto a los niveles de nitratos y fosfatos, se observo que en la mayoria de los
puntos de muestreo las concentraciones iniciales superaron el limite Maximo Permisible
(LMP) de 10mg/L!. para ambos nutrientes, segin la normativa ecuatoriana (MAATEE,
2021). Este hallazgo confirma la presencia de una carga de nutrientes alta, atribuida
principalmente a descargas de agua residuales, actividades agricolas y urbanizacion,
actividades antropogénicas similares a las reportadas en el lago Titicaca (Heredia et al.,
2022). El estudio demostrd que los niveles de nutrientes, principalmente nitratos y fosfatos,

exceden los limites permitidos, lo que sugiere contaminacion en la laguna de Yahuarcocha.

El uso del Ecoplate® permitio evaluar el consumo de diferentes fuentes de carbono
por parte de los microorganismos. El andlisis estadistico ANOVA y prueba de Tukey mostrd
diferencias significativas en el metabolismo de las muestras de suelo y las cepas aisladas. Se
observd que M2 y M4 presentaron patrones de consumo similares en multiples fuentes de
carbono, mientras que M3 mostr6 diferencias en su afinidad por ciertos sustratos, lo que

sugiere una composicion microbiana distinta en esta muestra. En cuanto a las cepas aisladas
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la cepa 5 mostré una mayor capacidad de consumo en fuentes complejas de carbono, lo que

sugiere su posible rol clave en la degradacion de materia organica.

En términos generales, las fuentes de carbono mdas consumidas fueron los
carbohidratos, los acidos carboxilicos y el carbon-fosfato, lo que refleja una mayor afinidad
de los microorganismos evaluados hacia estos sustratos. Los carbohidratos y acidos
carboxilicos fueron ampliamente utilizados tanto por las muestras de suelo como las cepas
aisladas, lo que sugiere que los microorganismos presentes tienen un metabolismo orientado
a la utilizacion de compuestos energéticos facilmente accesibles. Esto es consistente en
estudios previos donde bacterias de los géneros Pseudomonas y Bacillus han mostrado
preferencia por estos sustratos. Por otro lado, el consumo de aminas y aminoacidos fue menor
en comparacion con los carbohidratos y los 4cidos carboxilicos. En las muestras de suelo,
esto puede estar relacionado con la disponibilidad de otras fuentes de nitrégeno en el medio
o con la presencia de microorganismos especializados en la degradacion de compuestos
nitrogenados. En el caso de las cepas aisladas, es posible que algunas tengan menor capacidad
de metabolizar estos sustratos, lo que sugiere diferencias en la funcionalidad de los
microorganismos seleccionados. El consumo de carbon-fosfato mostré variabilidad tanto
entre muestras de suelo como entre las cepas aisladas. Las diferencias significativas
observadas sugieren que ciertos microorganismos poseen mecanismos mas eficientes para la
asimilacion de fosforo, lo que es relevante en el contexto de la remediacion de ecosistemas

eutrofizados.

Estos resultados evidencian la presencia de comunidades microbianas con
capacidades metabolicas diferenciadas, lo que refuerza la importancia de evaluar la

diversidad funcional en estudios de bioaumentacion. La preferencia por carbohidratos y
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acidos carboxilicos indica la capacidad de los microorganismos para degradar compuestos
facilmente asimilables, mientras que la variabilidad en el consumo de carbon-fosfato sugiere
la necesidad de seleccionar consorcios microbianos 6ptimos para la biorremediacion de

ambientes con exceso de fosforo.

Asimismo, en el estudio Andrade et al. (2024b), se determiné que los
microorganismos ubicados en las zonas mas cercanas a las raices de las palmas presentaron
una mayor actividad metabdlica, lo que se atribuye a la mayor disponibilidad de nutrientes
en la rizosfera y las interacciones planta-microorganismos que se dan en esta zona. Esto
sugiere que ciertos grupos microbianos podrian desempenar un papel clave en la
biodegradacion de contaminantes, incluyendo hidrocarburos, como se menciona en el mismo
estudio. Estas observaciones también son consistentes con otros estudios previos que han
reportado la capacidad de microorganismos, como Pseudomonas spp. y Bacillus spp., para
degradar nutrientes mediante procesos metabdlicos especializados (Alburgue et al., 2016;
Zhu et al., 2020). Ademas, las diferencias entre las cepas y las muestras sugieren la
importancia de seleccionar consorcios adaptados a las condiciones especificas del

ecosistema.

Los ensayos de bioaumentacién permitieron evaluar la capacidad de los
microorganismos aislados para degradar nitratos y fosfatos en agua eutrofizada de la laguna
de Yahuarcocha. Los resultados mostraron una reduccion promedio del 32% en las
concentraciones de nitratos, alcanzando valores finales de 4mg/L™!' después de cinco dias de
tratamiento. El analisis de la grafico de concentraciones de nitratos evidenci6 que la mayoria
de los consorcios microbianos lograron disminuir este nutriente a niveles inferiores al Limite

Maximo Permisible de 10 mg/L™!. Sin embargo, se observd que la cepa 9 presentd un
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comportamiento atipico, ya que, en lugar de reducir los nitratos, generd un aumento en su
concentracion. Este fenomeno podria explicarse por varios factores: 1) actividad nitrificante,
mineralizacion de compuestos nitrogenados o liberacidon de nitratos por lisis celular, la cepa
9 pudo haber degradado materia organica rica en nitrogeno, liberando nitratos en el proceso
en lugar de consumirlos. Por otro lado, el analisis de la grafica de concentraciones de fosfatos
mostrd una reduccion promedio de 90%, con valores finales de 1mg/L-1, lo que indica una
alta eficiencia en la remocion de este nutriente. La disminucion de fosfatos fue mas
pronunciada en comparacion con la de nitratos, por las diferencias en los ciclos
biogeoquimicos, en el ciclo del nitrégeno es mas complejo y depende de multiples
transformaciones microbianas, como la amonificacidn, nitrificacion, desnitrificacion y
asimilacion, cada una de ellas mediada por grupos microbianos especificos, en cambio, el
ciclo del fosforo es més directo, ya que no tiene una fase gaseosa como el nitrégeno, por lo
que si disponibilidad en el medio es més estable y su absorcidon por los microorganismos es
mas rapida. El andlisis estadistico confirmd que la reduccion de nitratos y fosfatos fue
estadisticamente significante en comparacion con el control, el cual mostré cambios en las
concentraciones de estos nutrientes. Esto valida la eficacia de los consorcios microbianos en
la biorremediacion de cuerpos de agua eutrofizados. Estos hallazgos son consistentes con
estudios previos sobre bioaumentacion en lagos eutrofizados. Investigaciones como las de
Zhu et al., (2020) y Alburgue et al., (2016) han demostrado que el uso de microorganismos
especificos permite una reduccién eficiente de nutrientes en ecosistemas acudticos
contaminados. Asimismo, Yang et al., (2020) reportaron resultados similares en el lago
Chaohu, donde la ampliacion de consorcios microbianos especializados permitié disminuir

significativamente la carga de nitrégeno y fosforo.
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No obstante, es importante considerar que estos ensayos se realizaron en condiciones
controladas de laboratorio, por lo que la eficacia de la bioaumentacion podria variar en un
contexto in situ, donde factores como la dindmica hidroldgica y la interaccion con otras

especies microbianas podrian influir en los resultados.

La eficacia de los consorcios microbianos evaluados en este estudio se alinea con
investigaciones previas sobre biorremediacion. Por ejemplo, destacaron el potencial de
microorganismos para restaurar lagos eutrofizados mediante la remocidon de nutrientes,
mientras que demostraron que la bioaumentacion es mas efectiva que la bioestimulacioén en
la remocion de nitratos y fosfatos. Sin embargo, pocos estudios han explorado la aplicacion
de estas técnicas en ecosistemas altoandinos como Yahuarcocha, lo que subraya la
contribucion de esta investigacion. La bioaumentacion con consorcios microbianos no solo
representa una solucion efectiva, innovadora y sostenible, sino que también se alinea con los
principios de sostenibilidad promovidos por la ONU en el Decenio para la Restauracion de

los Ecosistemas (2021-2030).

CAPITULO IV

5. CONCLUSIONES

Las actividades antropogénicas alrededor de la laguna pueden estar altamente ligadas
a su contaminacion, ya que contribuyen al aumento de nutrientes como nitratos y fosfatos, lo

que agrava el proceso de eutrofizacion.

Los ensayos de bioaumentacion mostraron resultados favorables para la degradacion
de nutrientes, nitratos con una disminucion del 32% y fosfatos con el 90%, logrando una

reduccion significativa en condiciones de laboratorio.
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Las soluciones basadas en la naturaleza, fundamentadas en los resultados de este
estudio y correlacionadas con la literatura cientifica existente, podrian ser una alternativa
viable para la descontaminacion de lagos eutrofizados altoandinos como Yahuarcocha,

ofreciendo un enfoque sostenible y ecologico.

6. RECOMENDACIONES

6.1. Soluciones basadas en la naturaleza

Las soluciones basadas en la naturaleza para abordar la eutrofizacion en la laguna de
Yahuarcocha se fundamenten en los resultados obtenidos mediante los ensayos de
bioaumentacion realizados con consorcios microbianos. A continuacién, se detallan las

propuestas especificas:

Implementacion de bioaumentacion a escala piloto: los consorcios microbianos
evaluados lograron una reduccion promedio del 32% en las concentraciones de nitratos y del
90% en fosfatos. Este enfoque podria replicarse en areas especificas de la laguna utilizando
microorganismos seleccionados, como los provenientes de las cepas mas eficientes. Se
sugiere establecer areas de prueba en la laguna para evaluar la efectividad de estos consorcios
en condiciones in situ y analizar su impacto en parametros de calidad del agua y reduccién
de biomasa algal. Tyagi et al., (2011) mencionan que proponer una solucion mediante
bioaumentacion es ventajosa y tiene un enfoque mas comun para la biorremediacion in situ
de desames accidentales y sitios contaminados. Pero también mencionan que la seleccion de
cepas, la ecologia microbiana, el tipo de contaminante, las limitaciones ambientales pueden

conducir a su fracaso, por ello, es necesario realizar mas estudios al respecto.
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Disefio de biorreactores: se propone disefiar biorreactores con estos microorganismos
que demostraron una capacidad para degradar nitratos y fosfatos primero a escala de
laboratorio; la etapa en que se evaluara la efectividad de los microrganismos en la remocién
de estos nutrientes bajo condiciones controladas, determinando los pardmetros 6ptimos de
operacion, como la concentracion de consorcios microbianos y el tiempo de retencion
hidraulica. Luego a escala piloto; una vez optimizados los biorreactores a nivel de
laboratorio, se puede implementar en areas seleccionadas de la laguna. Aqui se monitorea el
rendimiento de los biorreactores en condiciones mas cercanas a las del ecosistema natural,
evaluando la mejora de la calidad del agua y después en caso de obtener resultados
satisfactorios en la dos primeras etapas, se podra considerar la expansion del proyecto hacia
una planta de tratamiento a mayor escala. Esta planta utilizaria los biorreactores como
estrategia para la remediacion de la laguna, aplicando consorcios microbianos para remover
los nutrientes en exceso de manera continua y sostenible, contribuyendo a la restauracion
ecoldgica de Yahuarcocha. Narciso et al., (2023) han reportado varios microorganismos como
degradadores de contaminantes, por lo que disefar biorreactores puede ser una préctica que
representa una contribucion ética para restaurar la salud de los ecosistemas acuaticos como

menciona.

El estudio realizado por Hong et al., (2020) demostro el aislamiento exitoso de cepas
con capacidad para formar biopeliculas, como Pseudomonas mendocina. Esta cepa destaco
por su alta produccion de sustancias poliméricas extracelulares, las cuales desempefaron un
papel clave en la eliminacion de contaminantes del agua, como el nitrogeno. Un reactor
flotante de biopeliculas puede disefiarse utilizando mallas o paneles plasticos que sirvan

como superficies para la adhesion de microorganismos. Estos sistemas se pueden instalar en
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areas estratégicas, como cerca de los puntos de descargas de aguas residuales o en zonas

especificas de la laguna, optimizando su efectividad en la remediacion del agua.

Restauracion de la calidad del agua mediante filtracion natural: se recomienda la
implementacion de sistemas de filtracion natural que incluya microorganismos efectivos en
la reduccién de nutrientes. Esto no solo mejoraria la calidad visual del agua, sino que también
contribuiria a la reduccion de la proliferacion de fitoplancton. (Arriaga y Sanches, 2021). Un
sistema de filtracion naturales son los vermifiltros, una tecnologia que utiliza lombrices de
tierra para descomponer y filtrar materia organica presente en el agua. Los vermifiltros
ayudan a reducir la DBO vy los sélidos suspendidos en el agua, lo cual es crucial en lagos

eutrofizados; (Kumar et al., 2015; Arora et al., 2014).

Implementar humedales: antes de implementar humedales en la laguna se debe
realizar estudios de la cuenca hidrografica ya que seria util para entender las fuentes de
contaminacion y los flujos de agua subterrdnea y superficial a parte de la contaminacion que
existe alrededor de la laguna. Una vez realizado el estudio, diseiar humedales artificiales. La
implementacién de humedales depende de los contaminantes presentes en la laguna como
nutrientes, solidos suspendido y materia organica, después de eso de disefia el humedal que
deben ocupar una fraccion de la laguna, especialmente en areas con alta concentracion de
contaminantes o cerca de los puntos de entrada de aguas residuales como menciona Cisterna

y Pérez, (2019).

Bioestimulaciéon de microorganismos nativos: dada la capacidad de los
microorganismos autdctonos para degradar nutrientes y contaminantes, se propone
enriquecer el medio ambiente de la laguna mediante la adicién controlada de nutrientes
especificos, como fuentes de carbono, nitrogeno o fosforo, que estimulen el crecimiento y la
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actividad metabolica de estos organismos. Esta técnica conocida como bioestimulacion,
optimiza el desempefio de los microorganismos nativos sin alterar el equilibrio ecolégico, ya
que se aprovechan las poblaciones bacterianas ya adaptadas al ecosistema (Delgadillo, 2024).

Esto representa una solucion innovadora y ecoldgica para mejorar la calidad del agua.

Técnicas de biomanipulacién y fitorremediacion: el uso de estas técnicas representa
una alternativa sostenible y eficaz para mejorar la calidad del agua y controlar las poblaciones
de fitoplancton. La biomanipulacion consiste en la introduccion de organismos vivos, como
peces, invertebrados y microorganismos, para regular las dindmicas ecologicas del
ecosistema acudtico. (Mendoza y Soto, 2022). Por ejemplo, la introduccion de peces
zooplanctivoros puede ayudar a reducir el exceso de zooplancton, lo que a su vez limita el
crecimiento descontrolado de fitoplancton y previene fenémenos como la eutrofizacion como
se muestra en el estudio de Astudillo (2018). Por otro lado, la fitorremediacion se basa en el
uso de plantas acuaticas y semiacuaticas para eliminar, trasferir, estabilizar o destruir
contaminantes presentes en el agua. (Montenegro et al., 2021). Estas plantas absorben
nutrientes como nitrogeno y fosforo, reduciendo su acumulacion y previniendo la
proliferacion de algas. Ademas, algunas especies, como los lirios de agua y los juncos, tienen
la capacidad de absorber metales pesados y otros contaminantes, contribuyendo a la
descontaminacion del agua de manera natural (Morales y Paucara, 2021). Estas técnicas no
solo son efectivas desde el punto de vista ambiental, sino que también son econdmicamente
viables y promueve la restauracion ecologica sin el uso de quimicos agresivos. Como
mencionan Gomez, (2017) y Sheekh et al., (2021), la combinacion de biomanipulacion y
fitorremediacion puede ser una estrategia integral para recuperar cuerpos de agua

degradados, restaurar su biodiversidad y mejorar su funcionalidad ecologica.
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Adicionalmente, se recomienda contar con el apoyo de las comunidades locales, ya
que su participacion es esencial para mejorar la calidad del agua a través de la educacion
ambiental. Entre estas acciones propuestas se incluyen la organizacion de campanas de
limpieza participativas, la instalacion de contenedores en puntos estratégicos alrededor de la
laguna y la reforestacion con especies nativas en la microcuenca para reducir la erosion y
restaurar el equilibrio ecologico. Asimismo, se sugiere establecer cercas vivas y barreras
vegetales para evitar el ingreso de agroquimicos y sedimentos, junto con la implementacion
de programas de educacion ambiental que promuevan practicas sostenibles, como el manejo
adecuado de residuos y conservacion de los recursos hidricos (Aragén, 2024). Estas
iniciativas, basadas en la naturaleza y la colaboracion comunitaria, no solo contribuiran a la
recuperacion de la laguna, sino que también fortaleceran el vinculo entre comunidades y su

entorno, fomentando un desarrollo sostenible y resiliente.

Implementar estrategias para reducir el impacto de actividades antropogénicas, como
un mejor manejo de aguas residuales, control del uso de fertilizantes y reforestacion en las

zonas de influencia de la laguna.

Realizar pruebas piloto de bioaumentacion en condiciones in situ, evaluando su
efectividad en el ecosistema real y considerando factores ecoldgicos y ambientales que

podrian influir en su éxito.

Promover la implementacion de soluciones basada en la naturaleza a través de la
bioaumentacion, bioestimulacion y fitorremediacion complementadas con educacion

ambiental y la participacion de la comunidad en la conservacion de Yahuarcocha.
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8. ANEXOS

Tabla 4. Analisis de varianza ANOVA en el consumo de fuentes complejas de carbono M2,

M3 M4.
ANOVA table SS DF | MS F (DFn, DFd) P value
Treatment (between columns) | 17.48 | 2 8.742 | F(2,57)=49.1 | P<0.000
6 1
Residual (within columns) 10.14 |57 0.1778
Total 27.62 |59

Tabla 5. Andlisis de Tukey en el consumo de fuentes complejas de carbono M2, M3, M4.

Tukey's multiple com | Mean | 95.00% CI | Below thre | Sum | Adjusted
parisons test Diff. of diff. shold? mary | P Value
M2 vs. M3 1.119 ] 0.7977to 1. | Yes sk 1<0.0001 A-
440 B
M2 vs. M4 - - No ns 0.9218 A-
0.0513 | 0.3722 to 0. C
2696
M3 vs. M4 -1.17 | -1.491to- | Yes FHEk o 1<0.0001 B-
0.8490 C
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Mean 1 Mean | Mean Diff. | SE of diff. | nl n2 q
2
2916 1.797 | 1.119 0.1334 20 20 I1.
86
2916 2.967 |-0.0513 0.1334 20 20 0.5
44
1.797 2967 |-1.17 0.1334 20 20 12.
41

Tabla 6. Andlisis de varianza ANOVA en el consumo de fuentes complejas de carbono cepa

1,2, 3.
ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) | P value
Treatment (between colum | 1.742 2 0.8711 | F(2,57)=9.47 | P=0.000
ns) 6 3
Residual (within columns) | 5.240 57 0.0919
2
Total 6.982 59

Tabla 7. Andlisis de Tukey en el consumo de fuentes complejas de carbono Cepa 1, 2, 3.

Tukey's multiple comp | Mean | 95.00% CI | Below thres | Summ | Adjusted P
arisons test Diff. of diff. hold? ary Value
Cepa 1 vs. Cepa 2 -0.3776 | -0.6083to - | Yes falekad 0.0007
0.1468
Cepa 1 vs. Cepa 3 -0.3429 | -0.5736to- | Yes ** 0.0020
0.1122
Cepa 2 vs. Cepa 3 0.0346 | - No ns 0.9306
5 0.1961 to 0.
2654
Mean 1 Mean | Mean Diff. | SE of diff. | nl-n2 |q
2
2.554 2931 |-0.3776 0.09588 20 5.569
2.554 2.897 | -0.3429 0.09588 20 5.058
2.931 2.897 | 0.03465 0.09588 20 0.5111
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Tabla 8. Andlisis de varianza ANOVA en el consumo de fuentes complejas de carbono cepa
4,35, 6.

ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Treatment (between column | 0.7347 | 2 0.3674 | F(2,57)=7.64 | P=0.001
S) 7 1
Residual (within columns) | 2.738 57 0.0480
4
Total 3473 |59

Tabla 9. Andlisis de Tukey en el consumo de fuentes complejas de carbono Cepa 4, 5, 6.

Tukey's multiple co | Mean | 95.00% CI | Below thre | Sum | Adjusted
mparisons test Diff. of diff. shold? mary | P Value
Cepa 4 vs. Cepa 5 - -0.4122 to - | Yes ok 0.0023 A-B
0.2454 | 0.07860
Cepa 4 vs. Cepa 6 -0.023 | - No ns 0.9412 A-C
0.1898 to 0.
1438
Cepa 5 vs. Cepa 6 0.2224 | 0.05560 to | Yes ok 0.0061 B-C
0.3892
Mean 1 Mean | Mean Diff. | SE of diff. | nl n2 q
2
2.727 2973 | -0.2454 0.06931 20 20 5.0
07
2.727 2.75 -0.023 0.06931 20 20 0.4
693
2.973 2.75 0.2224 0.06931 20 20 4.5
38
Tabla 10. Analisis de varianza ANOVA en el consumo de aminoacidos M2, M3 M4.
ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) | P value
Treatment (between colum | 47.67 2 23.83 F(2,87) =252 | P<0.000
ns) .6 1
Residual (within columns) | 8.210 87 0.09437
Total 55.88 89
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Tabla 11. Andlisis de Tukey en el consumo de aminodcidos M2, M3, M4.

Tukey's multiple comp | Mean | 95.00% CI | Below thre | Summ | Adjusted P
arisons test Diff. of diff. shold? ary Value
M2 vs. M3 1.628 1.439t0 1.8 | Yes kX 1<0.00 | A-B
17 01
M2 vs. M4 0.1855 |- No ns 0.055 | A-C
0.003664 to 8
0.3746
M3 vs. M4 -1.443 | -1.632to - Yes *EREE 1 <0.00 | B-C
1.254 01
Mean 1 Mean | Mean Diff. | SE of diff. | nl n2 q
2
3.237 1.609 1.628 0.07932 30 30 29.0
3
3.237 3.052 | 0.1855 0.07932 30 30 3.30
7
1.609 3.052 | -1.443 0.07932 30 30 25.7
2
Tabla 12. Analisis de varianza ANOVA en el consumo de aminodcidos Cepa 1, 2, 3.
ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) | P value
Treatment (between colu | 0.203 | 2 0.1015 F (2,87)=3.0 | P=0.051
mns) 70 5
Residual (within column | 2.876 | 87 0.03305
s)
Total 3.079 | 89
Tabla 13. Analisis de Tukey en el consumo de aminoacidos Cepa 1, 2, 3.
Tukey's multiple com | Mean | 95.00% CI | Below thre | Sum | Adjusted P
parisons test Diff. of diff. shold? mary | Value
Cepa 1 vs. Cepa 2 - - No ns 0.764 A-B
0.0328 | 0.1448 to 0.
7 07906
Cepa 1 vs. Cepa 3 - -0.2250 to - | Yes * 0.0472 A-C
0.1131 | 0.001136

51




Cepa 2 vs. Cepa 3 - - No ns 0.2078 B-C
0.0802 | 0.1921 to 0.
03173
Mean 1 Mean | Mean Diff. | SE of diff. | nl n2 q
2
2.946 2.979 |-0.03287 0.04694 30 30 0.99
02
2.946 3.059 |-0.1131 0.04694 30 30 3.40
6
2.979 3.059 |-0.0802 0.04694 30 30 241
6
Tabla 14. Analisis de varianza ANOVA en el consumo de aminodacidos Cepa 4, 5 ,6.
ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) | P value
Treatment (between colu | 0.1637 | 2 0.08187 | F(2,87)=2.4 | P=0.089
mns) 76 9
Residual (within column | 2.876 | 87 0.03306
s)
Total 3.04 89
Tabla 15. Analisis de Tukey en el consumo de aminodcidos Cepa 4, 5 ,6.
Tukey's multiple com | Mean | 95.00% CI o | Below thre | Sum | Adjusted P
parisons test Diff. f diff. shold? mary | Value
Cepa 4 vs. Cepa 5 - - No ns 0.5259 A-
0.0509 | 0.1629 to 0. B
3 06101
Cepa 4 vs. Cepa 6 0.0535 | - No ns 0.4921 A-
3 0.05841 to 0 C
.1655
Cepa 5 vs. Cepa 6 0.1045 | - No ns 0.0725 B-C
0.007473 to
0.2164
Mean 1 Mean | Mean Diff. | SE of diff. | nl n2 q
2
3.03 3.081 | -0.05093 0.04695 30 30 1.5
34
3.03 2.976 | 0.05353 0.04695 30 30 1.6
13
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3.081 2.976 | 0.1045 0.04695 30 30 3.1
47
Tabla 16. Analisis de varianza ANOVA en el consumo de carbohidratos M2, M3 M4.
ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) | P value
Treatment (between colu | 51.05 |2 25.53 F (2,102)=16 | P<0.000
mns) 4.2 1
Residual (within column | 15.85 | 102 0.1554
5)
Total 6691 | 104
Tabla 17. Analisis de Tukey en el consumo de carbohidratos M2, M3, M4.
Tukey's multiple comp | Mean | 95.00% CI | Below thres | Summ | Adjusted P
arisons test Diff. of diff. hold? ary Value
M2 vs. M3 1.544 1.320to 1.7 | Yes oAk <0.00 | A-B
69 01
M2 vs. M4 0.1406 | - No ns 0.299 | A-C
0.08358 to 0 2
3647
M3 vs. M4 -1.404 | -1.628 to - Yes oAk <0.00 | B-C
1.180 01
Mean 1 Mean | Mean Diff. | SE of diff. | nl n2 q
2
3.201 1.656 1.544 0.09424 35 35 23.1
8
3.201 3.06 0.1406 0.09424 35 35 2.10
9
1.656 3.06 -1.404 0.09424 35 35 21.0
7
Tabla 18. Analisis de varianza ANOVA en el consumo de carbohidratos Cepa 1, 2, 3.
ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) | P value
Treatment (between colu | 2.408 |2 1.204 F(2,102)=4. | P=0.012
mns) 590 3
Residual (within column | 26.76 | 102 0.2623
5)
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Total

29.17

| 104

Tabla 19. Andalisis de Tukey en el consumo de carbohidratos Cepa 1, 2, 3.

Tukey's multiple com | Mean | 95.00% CI | Below thre | Sum | Adjusted P
parisons test Diff. of diff. shold? mary | Value
Cepa 1 vs. Cepa 2 0.2551 | - No ns 0.0983 A-B
0.03611 to
0.5463
Cepa 1 vs. Cepa 3 - - No ns 0.6645 A-C
0.1057 | 0.3969 to 0.
1855
Cepa 2 vs. Cepa 3 - -0.6520 to - | Yes * 0.011 B-C
0.3608 | 0.06960
Mean 1 Mean | Mean Diff. | SE of diff. | nl n2 q
2
2.966 2711 | 0.2551 0.1224 35 35 2.9
46
2.966 3.072 | -0.1057 0.1224 35 35 1.2
21
2.711 3.072 | -0.3608 0.1224 35 35 4.1
68

Tabla 20. Analisis de varianza ANOVA en el consumo de carbohidratos Cepa 4, 5 ,6.

ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) | P value
Treatment (between colu | 0.1559 | 2 0.07794 | F(2,102)=1. | P=0.236
mns) 461 8
Residual (within column | 5.441 | 102 0.05334
s)
Total 5.597 | 104
Tabla 21. Analisis de Tukey en el consumo de carbohidratos Cepa 4, 5 ,6.
Tukey's multiple com | Mean | 95.00% CI | Below thre | Sum | Adjusted P
parisons test Diff. of diff. shold? mary | Value
Cepa 4 vs. Cepa 5 - - No ns 0.5702 A-B
0.0559 | 0.1873 to 0.
4 07537
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Cepa 4 vs. Cepa 6 0.0378 | - No ns 0.7724 A-C
6 0.09346 to
0.1692
Cepa 5 vs. Cepa 6 0.0938 | - No ns 0.2105 B-C
0.03751 to
0.2251
Mean 1 Mean | Mean Diff. | SE of diff. | nl n2 q
2
3.07 3.126 | -0.05594 0.05521 35 35 1.43
3
3.07 3.032 | 0.03786 0.05521 35 35 0.96
97
3.126 3.032 | 0.0938 0.05521 35 35 2.40
3

Tabla 22. Analisis de varianza ANOVA en el consumo de dacidos carboxilicos M2, M3 M4.

ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) | P value
Treatment (between colu | 73.09 | 2 36.54 F (2, 147)=28 | P<0.000
mns) 5.9 1
Residual (within column | 18.79 | 147 0.1278
s)
Total 91.88 | 149
Tabla 23. Andlisis de Tukey en el consumo de dcidos carboxilicos M2, M3, M4.
Tukey's multiple com | Mean | 95.00% CIo | Below thre | Sum | Adjusted P
parisons test Diff. f diff. shold? mary | Value
M2 vs. M3 1.558 | 1.389to 1.72 | Yes aEkx1<0.0001 A-
8 B
M2 vs. M4 0.1697 | 0.0003849 to | Yes * 0.0493 A-
0.3390 C
M3 vs. M4 -1.389 | -1.558to - Yes Fakx 1 <0.0001 B-C
1.219
Mean 1 Mean | Mean Diff. SE of diff. | nl n2 q
2
3.175 1.617 | 1.558 0.07151 50 50 30.
82
3.175 3.006 |0.1697 0.07151 50 50 33
56
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1.617

3.006

-1.389

0.07151

50

50

27.
46

Tabla 24. Analisis de varianza ANOVA en el consumo de dcidos carboxilicos Cepa 1, 2, 3.

ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) | P value
Treatment (between colu | 0.7093 | 2 0.3547 F (2,147)=5. | P=0.004
mns) 563 7
Residual (within column | 9.372 | 147 0.06376
5)
Total 10.08 | 149
Tabla 25. Analisis de Tukey en el consumo de dcidos carboxilicos Cepa 1, 2, 3.
Tukey's multiple com | Mean | 95.00% CI | Below thre | Sum | Adjusted P
parisons test Diff. of diff. shold? mary | Value
Cepa 1 vs. Cepa 2 0.0683 | - No ns 0.3682 A-
4 0.05123 to B
0.1879
Cepa 1 vs. Cepa 3 - - No ns 0.125 A-
0.0991 | 0.2187 to 0. C
6 02041
Cepa 2 vs. Cepa 3 - -0.2871to - | Yes ok 0.0033 B-
0.1675 | 0.04793 C
Mean 1 Mean | Mean Diff. | SE of diff. | nl n2 q
2
2.895 2.827 ]0.06834 0.0505 50 50 1.9
14
2.895 2.994 | -0.09916 0.0505 50 50 2.7
77
2.827 2.994 | -0.1675 0.0505 50 50 4.6
91
Tabla 26. Analisis de varianza ANOVA en el acidos carboxilicos Cepa 4, 5 ,6.
ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) | P value
Treatment (between colu | 0.7093 | 2 0.3547 F (2,147)=5. | P=0.004
mns) 563 7
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Residual (within column | 9.372 | 147 0.06376
s)
Total 10.08 | 149

Tabla 27. Andlisis de Tukey en el consumo de dcidos carboxilicos Cepa 4, 5 ,6.

Tukey's multiple com | Mean | 95.00% CI | Below thre | Sum | Adjusted P
parisons test Diff. of diff. shold? mary | Value
Cepa 4 vs. Cepa 5 0.0683 | - No ns 0.3682 A-
4 0.05123 to B
0.1879
Cepa 4 vs. Cepa 6 - - No ns 0.125 A-
0.0991 | 0.2187 to 0. C
6 02041
Cepa 5 vs. Cepa 6 - -0.2871to - | Yes ok 0.0033 B-
0.1675 | 0.04793 C
Mean 1 Mean | Mean Diff. | SE of diff. | nl n2 q
2
2.895 2.827 10.06834 0.0505 50 50 1.9
14
2.895 2.994 | -0.09916 0.0505 50 50 2.7
77
2.827 2994 |-0.1675 0.0505 50 50 4.6
91

Tabla 28. Andlisis de varianza ANOVA en el consumo de aminas M2, M3 M4.

ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) | P value
Treatment (between colu | 13.73 | 2 6.863 F (2,27)=52. | P<0.000

mns) 57 1
Residual (within column | 3.525 | 27 0.1305

s)
Total 17.25 |29

Tabla 29. Analisis de Tukey en el consumo de aminas M2, M3, M4.
Tukey's multiple com | Mean | 95.00% CI | Below thre | Sum | Adjusted P
parisons test Diff. of diff. shold? mary | Value
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M2 vs. M3 1.558 | 1.157t0 1.9 | Yes *akx 1 <0.0001 A-
58 B
M2 vs. M4 0.2896 | - No ns 0.1912 A-
0.1110 to O. C
6902
M3 vs. M4 -1.268 | -1.669to- | Yes HREkx 1 <0.0001 B-
0.8674 C
Mean 1 Mean | Mean Diff. | SE of diff. | nl n2 q
2
3.171 1.613 | 1.558 0.1616 10 10 13.
63
3.171 2.881 |0.2896 0.1616 10 10 2.5
35
1.613 2.881 |-1.268 0.1616 10 10 11.
1
Tabla 30. Analisis de varianza ANOVA en el consumo de aminas Cepa 1, 2, 3.
ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) | P value
Treatment (between colu | 0.6212 | 2 0.3106 F (2,27)=5.7 | P=0.008
mns) 79 1
Residual (within column | 1.451 | 27 0.05375
s)
Total 2.073 |29
Tabla 31. Andlisis de Tukey en el consumo de aminas Cepa 1, 2, 3.
Tukey's multiple com | Mean | 95.00% CI | Below thre | Sum | Adjusted P
parisons test Diff. of diff. shold? mary | Value
Cepa 2 vs. Cepa 1 - - No ns 0.0713 B-
0.2396 | 0.4967 to 0. A
01747
Cepa 3 vs. Cepa 1 - -0.6008 to - | Yes roE 0.0072 C-
0.3437 | 0.08663 A
Cepa 3 vs. Cepa 2 - - No ns 0.5807 C-
0.1041 | 0.3612 to 0. B
1530
Mean 1 Mean | Mean Diff. | SE of diff. | nl n2 q
2
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2.8 3.04 -0.2396 0.1037 10 10 3.2
68
2.696 3.04 -0.3437 0.1037 10 10 4.6
88
2.696 2.8 -0.1041 0.1037 10 10 1.4
2
Tabla 32. Andlisis de varianza ANOVA en el aminas Cepa 4, 5 ,6.
ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) | P value
Treatment (between colu | 0.0564 | 2 0.02823 | F(2,27)=0.3 | P=0.690
mns) 6 755 5
Residual (within column | 2.03 27 0.07519
s)
Total 2.086 |29
Tabla 33. Andlisis de Tukey en el consumo de aminas Cepa 4, 5 ,6.
Tukey's multiple com | Mean | 95.00% CI | Below thre | Sum | Adjusted P
parisons test Diff. of diff. shold? mary | Value
Cepa 4 vs. Cepa 5 - - No ns 0.98 A-B
0.0235 | 0.3275t0 0.
2805
Cepa 4 vs. Cepa 6 - - No ns 0.6894 A-C
0.1015 | 0.4055 to 0.
2025
Cepa 5 vs. Cepa 6 -0.078 | - No ns 0.8017 B-C
0.3820 to 0.
2260
Mean 1 Mean | Mean Diff. | SE of diff. | nl n2 q
2
2.828 2.851 |-0.0235 0.1226 10 10 0.27
1
2.828 2.929 |-0.1015 0.1226 10 10 1.17
1
2.851 2.929 |-0.078 0.1226 10 10 0.89
96
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Tabla 34. Analisis de varianza ANOVA en el consumo de carbon-fosfato M2, M3 M4.

ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) | P value
Treatment (between colu | 16.33 | 2 8.165 F (2,27)=82. | P<0.000
mns) 34 1
Residual (within column | 2.677 | 27 0.09916
5)
Total 19.01 |29
Tabla 35. Analisis de Tukey en el consumo de carbon-fosfato M2, M3, MA4.
Tukey's multiple com | Mean | 95.00% CI | Below thre | Sum | Adjusted P
parisons test Diff. of diff. shold? mary | Value
M2 vs. M3 1.619 | 1.270to 1.9 | Yes HREkx 1 <0.0001 A-
69 B
M2 vs. M4 0.115 |- No ns 0.6961 A-
0.2342 to 0. C
4642
M3 vs. M4 -1.504 | -1.854to- | Yes FaEkx 1 <0.0001 B-
1.155 C
Mean 1 Mean | Mean Diff. | SE of diff. | nl n2 q
2
3.072 1.453 | 1.619 0.1408 10 10 16.
26
3.072 2957 |0.115 0.1408 10 10 1.1
55
1.453 2957 |-1.504 0.1408 10 10 15.
11
Tabla 36. Andalisis de varianza ANOVA en el consumo de carbon-fosfato Cepa 1, 2, 3.
ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) | P value
Treatment (between colu | 0.5757 | 2 0.2878 F (2,27)=14. | P<0.000
mns) 56 1
Residual (within column | 0.5336 | 27 0.01976
5)
Total 1.109 |29
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Tabla 37. Analisis de Tukey en el consumo de carbon-fosfato Cepa 1, 2, 3.

Tukey's multiple com | Mean | 95.00% CI | Below thre | Sum | Adjusted P
parisons test Diff. of diff. shold? mary | Value
Cepa 1 vs. Cepa 2 0.2682 | 0.1123t0 0. | Yes oAk 0.0006 A-
4241 B
Cepa 1 vs. Cepa 3 - - No ns 0.748 A-
0.0459 | 0.2018 to 0. C
1100
Cepa 2 vs. Cepa 3 - -0.4700 to - | Yes Rxk 1 <0.0001 B-
0.3141 | 0.1582 C
Mean 1 Mean | Mean Diff. | SE of diff. | nl n2 q
2
3.008 2.739 ]0.2682 0.06287 10 10 6.0
33
3.008 3.054 | -0.0459 0.06287 10 10 1.0
33
2.739 3.054 |-0.3141 0.06287 10 10 7.0
66

Tabla 38. Andlisis de varianza ANOVA en el carbon-fosfato Cepa 4, 5 ,6.

ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) | P value
Treatment (between colu | 0.4125 | 2 0.2063 F (2,27)=14. | P<0.000
mns) 54 1
Residual (within column | 0.383 | 27 0.01418
s)
Total 0.7955 | 29
Tabla 39. Andalisis de Tukey en el consumo de carbon-fosfato Cepa 4, 5 ,6.
Tukey's multiple com | Mean | 95.00% CI | Below thre | Sum | Adjusted P
parisons test Diff. of diff. shold? mary | Value
Cepa 4 vs. Cepa 5 0.198 ] 0.06594to | Yes roE 0.0026 A-
0.3301 B
Cepa 4 vs. Cepa 6 - - No ns 0.2956 A-
0.0812 | 0.2133 to 0. C
05086
Cepa 5 vs. Cepa 6 - -0.4113to- | Yes Rk 1 <0.0001 B-
0.2792 | 0.1471 C
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Mean 1 Mean | Mean Diff. | SE of diff. | nl n2 q
2
3.007 2.809 |0.198 0.05326 10 10 52
57
3.007 3.088 |-0.0812 0.05326 10 10 2.1
56
2.809 3.088 |-0.2792 0.05326 10 10 7.4
13

ANEXOS COMPLEMENTARIOS

Anexo A. Recoleccion de muestras de agua en la laguna de Yahuarcocha en los diferentes
puntos seleccionados.
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Anexo B. Medicion de pH y Temperatura de las muestras de agua eutrofizada
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Anexo D. Medios de cultivo
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Anexo F. Crecimiento de microrganismos

inéculo
inicial

tercer
grupo de
estrias

Fuente: Santambrosio et al., (2009).
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Anexo H. Crecimiento de cultivos puros
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Anexo J. Cepas representativas para posteriormente inocularlos en caldo nutritivo

Anexo K. Representacion de la distribucion de las repeticiones de una placa de Ecoplate®
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Anexo L. Clasificacion de fuentes de carbono en los pocillos de las microplacas de
Ecoplate®

Biolog EcoPlate 1 2 3 4
F-methyl-D- D-galactonic
% e gluconide acid y-lactone
Pyruvic acid D-galacturonic
b méthyl ester Dexflon acd
< i i 2-hydroxy
c i-erythritol -
4-hydroxy
D D-mannitol ey
. Neacetyl-D- y-hydroxy butyric
" glucosamine acid
F D:ghicomcitc Itaconic acid
acid
. i
ylethy
G D-cellobiose phosphate acid amine
Dil-a-glycerol i
H a-D-lactose s D-malic Acid Putrescine
] Amines [ corbanylicacias
D Carbohydrates || Amino acids
Bl complex cabon sources ] Phosphate-carbon

Anexo M. Incubacion en microplacas de Ecoplate®
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Anexo N. Espectrofotometro visible para microplacas Epoch y programa Gen 5

Anexo O. Inoculacion de cepas representativas (12 cepas) en muestras compuestas de
agua eutrofizada
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Anexo P. Muestras de agua compuesta con tratamiento

Anexo Q. Muestras de agua compuesta con tratamiento trascurrido cinco dias y
realizacion de medicion

ANEXOS DE LAS ACTIVIDADES DE IMPACTO AMBIENTAL POR PUNTOS

ALREDEDOR DE LA LAGUNA

Anexo 1. Punto 1: estacion de bomberos, autddromo
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e

71



Anexo 4. Punto 4: espacio de recreacion, pastoreos, pesca y descargas de aguas residuales
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