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RESUMEN

Se adaptd el protocolo de determinacion de clorofila por el método 10200 H.
Chlorophyll-2 del “Standard Methods for examination of water and Wastewater 23 Ed” para el
laboratorio ambiental de CORNARE, posteriormente, se realizé un tratamiento bioquimico con
Daphnia pulex que ayudaron a remediar aguas en estado eutrdéfico con concentraciones de
clorofila 16 mg/m*® hasta disminuirlas a 4 mg/m?, donde se evidencia que en este ambiente
pueden sobrevivir las daphnias, los resultados mostraron una efectividad nula en el tratamiento a
concentraciones elevadas de clorofila, resultando ser esta inhibitoria para las Daphnias.

Palabras clave — Clorofila, tratamiento bioquimico, Daphnia pulex, aguas, estado

eutrofico.
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ABSTRACT

Chlorophyll determination protocol was adapted from 10200 H Chlorophyll-2 methodo of
the "Standard Methods for examination of water and Wastewater 23 Ed" in the CORNARE
environmental laboratory. Aditionally a biochemical treatment of Chlorophy a using Daphnia
pulex was studied, this treatmet helped to remediate water in eutrophic state with concentrations
of 16 mg/m? chlorophyll until they decrease to 4 mg/m?* chlorophyll, it is evident that daphnia
can survive in this environment, the results showed non significative effectiveness of the

treatment at high concentrations of chlorophyll, because of inhibitory effect in daphnia’s.

Keywords —. Chlorophyll, biochemical treatment, Daphnia pulex, water, eutrophic

state.
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I. INTRODUCCION

El agua es un recurso limitado y primario para la vida, en la cantidad y calidad adecuada
ayuda al desarrollo sostenible. debido al crecimiento industrial y poblacional se ve afectada en
estos aspectos por la contaminacion, generando cambios fisicos y quimicos en el ecosistema.

Uno de los grandes problemas de contaminacion es la eutrofizacion, la cual resulta del
aumento de nutrientes (fosforo y nitrogeno) provocando un incremento de plantas acuaticas y
fitoplancton que impiden el paso de la luz, aumentan los olores, mayor biomasa, cambios en el
pH, ademas de una disminucion en la biodiversidad de especies [1]

El embalse, siendo este un ecosistema intermedios entre rio y lago tiene una tendencia a
contaminarse y a la eutrofizacion lo que ocasiona que se disminuya su vida util y se aumenten los
costos de tratamiento de su potabilizacion[2], durante muchos afios este problema se ha venido
evidenciando en la represa del pefiol como en 1982 donde se evidencié algas y una eutrofizacion
moderada[3], y en el 2018 mantuvo un estado eutrofico durante todo el afio[2], este cuerpo de
agua recibe la contaminacion directa del rio Negro y de las plantas de tratamiento del Pefiol y
Guatapé, incluso CORNARE Ie ha hecho seguimiento a estas aguas desde el 2013, obteniéndose
en el 2017 una calidad regular del agua lo que no lo hace apto para actividades de contacto
primario [4] por lo tanto se busca prevenir la eutrofizacién de los embalses ya que corregirla es
costoso, ademds es necesario ya que las empresas o entidades plblicas que manejan el embalse
deben cumplir con el decreto 2811 de 1974 [5] el cual indica en pocas palabras que se debe
mejorar las condiciones ecoldgicas y prevenir la eutrofizacidon, en cuanto a criterios de calidad
para uso recreativo o de proteccion de fauna y flora en el cual la concentracion de clorofila a no
debe sobrepasar los 2,5 mg/m?, por lo expuesto anteriormente se determina la cantidad de
clorofila en el agua por espectrofotometria UV-visible, evidenciando el nivel trofico y a partir de
esto darle un tratamiento desde el punto de vista bioquimico con Daphnia pulex !, donde su
funcion es filtrar la clorofila en el agua.

El laboratorio ambiental de CORNARE, desea cumplir con todas las normativas
ambientales, y asi realizar los analisis de agua en términos de biodegradabilidad, por lo tanto, se

tendra como base para realizar el protocolo de determinacién de clorofila la informacién

' Daphnia pulex fue suministrada por el grupo de investigacion en Gestion y Modelacion Ambiental “GAIA”
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contenida en el Standard Methods edicidon 23, ademas de las normativas donde se definen los

criterios de calidad para el uso de las aguas.
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II. OBJETIVOS

A. Objetivo general

Proponer un proceso para el tratamiento del agua con contenido de clorofila “a” en el

laboratorio ambiental de CORNARE

B. Objetivos especificos

e Adaptar el método de referencia 10200 H. Chlorophyll del “Standard Methods for
examination of Water and Wastewater 23 Ed” para determinar clorofila en muestras de
agua.

e Desarrollar un ensayo experimental para el tratamiento bioquimico de clorofila en la
matriz agua.

e Adquirir conocimientos de los procedimientos para realizar el andlisis fisicoquimico en
muestras de aguas.

e Elaborar un estado del arte donde se evidencie el tratamiento para la eutrofizacion en la

matriz agua, haciendo uso de procesos bioquimicos.
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I1I. MARCO TEORICO

La clorofila es un pigmento verde que presentan los vegetales, algunas algas protistas y
cianobacterias, es la encargada de absorber la luz para realizar la fotosintesis. Las algas al poseer
este pigmento y debido a la fotosintesis logran generar oxigeno, pero este a su vez degrada la
materia organica que se encuentre en el agua, generalmente en aguas residuales, provocando
malos olores y colores desagradables, por lo que la clorofila se vuelve un pardmetro para evaluar
la calidad del agua, brindando informacion de la cantidad de algas y el estado tréfico del medio al
igual que el nitrogeno y el fosforo. Los rios, cascadas y lagos estdn expuestos a contaminacion
debido a residuos del trabajo humano (ganaderia, agricultura, vertimientos de aguas residuales no
tratadas) por lo que se genera un desequilibrio ambiental que generalmente conlleva a una carga
de nutrientes que provoca la eutrofizacion de las aguas, principalmente Nitrégeno (N) y Fésforo
(P), originando un crecimiento descontrolado de algas fitoplanctonicas. Esta eutrofizacion puede
evaluarse midiendo la clorofila a y sus niveles se pueden clasificar de manera tréfica de acuerdo
con el sistema mencionado en el informe técnico del INVEMAR (Colombia) [6] donde, encontrar
concentraciones de 0,3 y 3 mg Clor a /m?, indica que es un sistema oligotréfico; entre 3 y 15 mg
Clor a /m*® mesotréfico; y entre 15 a 500 mg Clor a /m? eutréfico. Para analizar la calidad del
agua, se puede dividir en parametros fisicos, quimicos y biologicos, donde los fisicos pueden ser
los sélidos suspendidos, turbiedad, color, sabor, olor y temperatura, los quimicos corresponden a
aquellos donde el agua tiene la capacidad de disolverlos como alcalinidad, sélidos disueltos,
cloruros, durezas, materia organica y nutrientes, mientras que los biologicos son los que
dependen de las especies que indique en qué condiciones se encuentra el agua. Se puede también
relacionar la clorofila a con el contenido de biomasa [7]. Algunas de estas variables fisico
quimicas se evaluaran ya que sirven como indicadores del posible tratamiento que se le dé al
agua, por ejemplo, se relaciona los niveles de nitrogeno total y fosforo total con la clorofila a, lo
que indicaria la calidad del agua en el embalse. En este analisis se estudia la clorofila A ya que
esta se encuentra en todas las plantas fotosintéticas, algas y cianobacterias mientras que la
clorofila b solo en algunas algas, sin embargo el protocolo se adaptard para la clorofila en
general, incluso en presencia de feofitina, empleando la técnica de espectrofotometria UV-visible,

ya que este sistema permite agilizar el proceso de andlisis y tiene una elevada eficacia en su
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medicion, ademds de que determina la concentracion en solucion centrandose en la cantidad de
luz absorbida, llevandose a cabo en un espectrofotometro marca Genesys donde se debe
seleccionar la longitud de onda que pasa por la solucion extraida. Uno de los métodos para
minimizar los problemas de eutrofizacion es haciendo uso del proceso de biomanipulacion,
utilizado claddceros como Daphnia pulex que ademés de ser filtradores sirven como alimento
para peces por su alto contenido nutricional, facilidad de cultivo ya que son resistentes a los
cambios ambientales, tienen una alta tasa de multiplicacion y poca selectividad como filtradores
[8].

Desde 1970 se ha empezado a tratar el tema de limnologia en embalses de Colombia,
reportados en “Fundamentos de la limnologia neotropical” [1], donde se explican algunos
tratamientos biologicos como el uso de plantas y bacterias. Los lagos eutrofizados se pueden
tratar con alguicidas u otros quimicos que eliminen las algas del embalse, sin embargo no serian
ambientalmente seguros, otro tratamiento es tratar con aireaciéon ya que el oxigeno ayuda a
descomponer nutrientes y vegetacion del agua, sin embargo esto seria una solucién bastante
costosa [9].

En la historia se han tratado aguas eutrofizadas de manera biotecnoldgica con el uso de
perifitones, que son organismos bidticos acuaticos entre los que se encuentran bacterias, hongos y
protozoos [10], los cuales consumen nutrientes en el agua como fosforo lo que puede incidir en el
mejoramiento del cuerpo del agua, este tratamiento no se considera viable para el proposito ya
que su manera de accionar es formando una especie de biofilm en las plantas o rocas, haciéndolo
poco atractivo para actividades turisticas [11].

Por otro lado existen claddceros conocidos como Daphnia o vulgarmente como “pulga de
agua dulce” que se alimentan principalmente de fitoplancton y de materia organica disuelta y
tienen facilidad para ser cultivadas en laboratorio, poco tiempo de vida pero se compensa con su
alta produccion de crias, son generalmente usados como referencia para medir niveles de
toxicidad [12] y son capaces de limpiar el agua de algas, esto implicaria un impacto positivo en el
embalse aumentd la claridad del agua, existen diversas bibliografias de como deben ser
cultivadas y los requisitos que conllevan como en [13] y [11], ademas sirven como alimento para
peces en el embalse lo que hace que cumplan su funcién y no afecten el ecosistema de una

manera negativa.
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IV. METODOLOGIA

Para la adaptacion del protocolo se tuvo en cuenta lo descrito en el “Standard Methods for
examination of Water and Wastewater 23 Ed” donde se establecen el objeto, el alcance, algunas
definiciones, principio del método, equipos, los reactivos necesarios para su desarrollo y el
procedimiento, mismo que se tiene en cuenta para culminar el desarrollo experimental.

En el disefio experimental para la remocion de clorofila, se utilizaron recipientes de 400
mL con contenido de clorofila alto y bajo, adicionando levadura liofilizada activa seca como
Saccharomyces cerevisiae’ que ayuda a potenciar el crecimiento y una mayor eficiencia
productiva de la pulga de agua [2], se alimentaron cada dia con 3 gotas de Levadura, se
transfirieron 10 individuos de Daphnia en el recipiente, variando la aireacién y haciendo una
réplica, luego se taparon con una malla evitando contaminacidon con mosquitos, para evidenciar
los cambios en el agua se tomaron muestras al inicio, a la mitad y al final del experimento para
estimar la clorofila A mediante espectrofotometria. Las poblaciones de Daphnia se deben
mantener en un lugar amplio para evitar estrés por falta de espacio, de alimento y oxigeno, sin
embargo, este cladocero es resistente a temperaturas extremas, considerando una temperatura
optima entre 18-20 °C lo cual coincide con las temperaturas de los embalses que es
aproximadamente 19°C. También para su optimo desarrollo el pH debe oscilar entre 7-8 y no se
ven afectadas por la presencia de sales de fosfatos y nitratos.

Para complementar se tomaron muestras de agua del embalse de Guatapé para medir sus
condiciones fisicoquimicas, con dos puntos de muestreo cada una, la orilla y el centro, (las
muestras seran tomadas por el personal a cargo del muestreo en el laboratorio), una vez recibida
la muestra se procede a analizar sus condiciones, pH, Fosforo y Nitrogeno disuelto y clorofila

segun el protocolo propuesto a partir del Standard Methods.

Preparacion del agua:

Para el desarrollo practico de este experimento se simularon dos estados eutréficos. con
agua natural, la cual se debe dejar reposar dos dias para eliminar cualquier rastro de cloro
residual, posterior a esto se mezcla con clorofila comercial dejando el agua con una

concentracion de 16 y 20 mg/m?>.

2 Levadura activa seca, comercial marca LEVAPAN S.A.
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Preparacion de levadura:
Adicionar 2 mg de levadura en 10mL de agua, mezclar y una vez esté completamente

disuelta combinar con la muestra.

El principio basico de la medicion electrométrica del pH es la determinacion de la
actividad de los iones de hidrogeno por medicion potenciométrica utilizando un electrodo
combinado, generando respuesta con unidades de pH en un rango de 0 a 14.

En la determinacion de Nitrogeno total, en las muestras de agua por el método de analisis

de flujo segmentado de acuerdo con el método ISO 29441:2010 Water quality —Determination of
total nitrogen after UV digestion — Method using flow analysis (CFA and FIA) and spectrometric
detection, en un rango de medicion de 20 mg — N/L hasta 150 mg N/L.
El método para la determinacion de fosforo total estd basado en reacciones especificas para el i6n
ortofosfato; cuando se trata de determinar el Fosforo total debe procederse a la digestion que
oxida la materia orgdnica para liberar el ortofosfato. La digestion se hace con acido nitrico y
acido sulfurico, de acuerdo con el Método 4500-P B y 4500-P E.

La turbidez se realiza de acuerdo al procedimiento descrito en el Standard Methods “2130
B M¢étodo Nefelométrico”. Este método se basa en la comparacion de la intensidad de luz
dispersada por una muestra en condiciones definidas con la intensidad de luz dispersada por una
muestra de referencia estandar en las mismas condiciones, cuanto mayor es la intensidad de la luz

dispersa, mayor es la turbidez.

Materiales y equipo
e Bombas de aire
e 8 recipientes de vidrio
e mallas de tela
e Clorofila comercial
e [ evadura liofilizada

o C(Clorofila marca comercial
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1.

V. RESULTADOS

A. Protocolo para la determinacion de clorofila por espectrofotometria de UV-visible

OBJETO

Describir los pasos a seguir, sugerencias y recomendaciones para la determinacion de

clorofila de acuerdo con el Método 10200 H. Chlorophyll del “Standard Methods for examination

of Water and Wastewater 23 Ed” en muestras de agua.

ALCANCE

2,

El protocolo es aplicable a las muestras de aguas lenticas.

DEFINICIONES

3.1.

Clorofila: pigmento verde que presentan los vegetales, algunas algas protistas y
cianobacterias, es la encargada de absorber la luz para realizar la fotosintesis y

sirve como parametro para medir la eutrofizacion de sistemas acuaticos.

3.2.  Eutrofizacion: es un efecto de la contaminacion del hombre sobre los cuerpos de
agua dulce, ocasionando aumento de nutrientes, malos olores y cambio de color.

3.3. Espectrofotometria UV-visible: las moléculas absorben las radiaciones
electromagnéticas y a su vez que la cantidad de luz absorbida depende de forma
lineal de la concentracion.

3.4. Feofitina: es un producto de degradacion de la clorofila a, cualquier pigmento que
es derivado de la clorofila donde se ha eliminado el metal central.

PRINCIPIO DEL METODO

El método empleado para la determinacion de clorofila en la matriz agua es el Método

10200 H. Chlorophyll, determinacion de clorofila por espectrofotometria [14], sirviendo para

calcular clorofila a, b y c y la clorofila a en presencia de feofitina. Este fenomeno fisico describe

la adsorcion de una parte del espectro de luz visible mientras que la otra se refleja, se relacionan

conceptos de luz, absorbancia y pigmentos en términos de la ley de beer la cual hace referencia a

la absorbancia que originan los pigmentos, como la clorofila. El carbonato de magnesio hace que

la clorofila no se degrade actuando como un tampén de pH. La medicion se realiza a cinco

longitudes de onda de acuerdo al método ya que este requiere una correccion por turbidez, la cual

se hace a 750 nm.
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La concentracion de clorofila a se puede sobreestimar si no se tiene en cuenta los

productos de degradacion como la feofitina, por lo tanto, se puede encontrar la concentracion en

muestra de clorofila A y feofitina acidificando el extracto, lo que causa que la clorofila-a presente

pierda su atomo de magnesio convirtiéndose en feofitina-a, la acidificacion tiene como objetivo

eliminar las interferencias de los feopigmentos.

5. EQUIPOS

Espectrofotometro génesis UV-visible.

Pipetas volumétricas de 0.1 y 5 mL.

Pipetas graduadas de 5 mL.

Cubetas, con longitudes de paso Optico de 1 cm.
Tubos falcon de 15 mL.

Erlenmeyer de 100 y 250 mL.

Filtros de fibra de vidrio.

Centrifuga Q-sep 3000/ Restek

6. REACTIVOS

Acido clorhidrico (HCL) al 0,IN: Tomar 4,2 ml con pipeta graduada de 4cido
clorhidrico concentrado (37%), posteriormente aforar con agua destilada en un
balon volumétrico de 500 mL.

Solucién acuosa de acetona: mezcle 90 mL de acetona (grado reactivo) con 10 mL
de solucion saturada de carbonato de magnesio.

Solucién saturada de carbonato de magnesio: agregue 1g de MgCO3 en polvo a

100 ml de agua destilada.

7. RECOLECCION Y PREPARACION DE MUESTRAS

Se recolectan muestras de 2 litros en frascos de vidrio &mbar para evitar contacto con la

luz, estas son recibidas en el laboratorio y se le asigna un codigo

8. PROCEDIMIENTO

El procedimiento se debe hacer en tres etapas, la etapa 1, se extraen los pigmentos, la

etapa 2 se determina la biomasa y la etapa 3 es de calculos.

Etapa 1, extraccion de pigmentos
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Se filtra la muestra para eliminar las algas del agua (anotar el volumen filtrado), estos
filtros al ser de fibra de vidrio ayudan a romper las células durante la molienda, agregue 2 ml de
la solucion de MgCO3 saturada la cual reducird el riesgo de degradacion de pigmentos. Para
extraer la clorofila de la muestra, se tritura el filtro adicionando 3 mL de la solucion saturada de
acetona, posteriormente se pasa la muestra en suspension a un tubo falcon aforando a 10 mL con
la misma solucion y se centrifugan a 3000 rpm durante 20 min, por Ultimo, medir el volumen del
extracto.

Etapa 2, determinacion de clorofila

Para determinar clorofila en presencia de Feofitina, transferir 3 mL del extracto a una
cubeta, medir la absorbancia a 664 nm y 750 nm, anotarlas en la hoja de calculo®, adicionar al
extracto 0,1 mL de HCI al 0.1 N, agitar suavemente y medir la absorbancia a 665 y 750 nm
pasados 90 segundos. Reste los valores de la absorbancia de 750 nm a las lecturas de 664 nm y

665 nm y usando esos valores corregidos, calcule la clorofila y la feofitina por metro cubico.

Para determinar la Clorofila a. b y ¢ por el método tricromatico, se transfieren 3 mL de
extracto a la cubeta de 1 cm, se programa el espectrofotometro para medir la absorbancia de 664
nm para la clorofila a, 647 nm para la clorofila b, 630 nm para la clorofila ¢ y en 750 nm para
realizar una correccion por turbidez, restarle a cada valor de absorbancia el valor de la
absorbancia de 750 nm para hacer los célculos.

Mida un blanco del método tomando 100 mL de agua tipo II y haciendo el mismo

procedimiento antes descrito.

Etapa 3, calculos y expresion de resultados

Para la determinacion de clorofila a en presencia de Feofitina

3 26.7%(664, —665 )*V,

Clorofilaa, mg/m = 7T (1)
2
26.7*[1.7%(665 )—664 |*V
Feofitina a, mg/m’ = Vz*aL 1 (2)

Para la determinacion de clorofila a. b y ¢ por el método tricromatico

3 ((11.85*absorbancia 664)—(1.54*absorbancia 647)—(0.08*absorbancia 630))"‘V1

Ca, mg/m = v, 3)

* Hoja de calculo Clorofila calculos.xlsx para agilizar los resultados, se encuentra en los anexos.
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3 ((11.85*absorbancia 664)—(1.54*absorbancia 647)—(0.08*absorbancia 630))*V1
Cb, mg/m = - 4)
2
3 ((11.85*absorbancia 664)—(1.54*absorbancia 647)—(0.08*absorbancia 630))*V1
Cc, mg/m = % (5)

2

Donde:

Ca, Cb y Cc = concentracion de clorofila a, b y ¢ respectivamente.
V1= Volumen de extracto, L

V2 = Volumen de la muestra, m?

L = ancho de la cubeta, cm.

664b, 665a = absorbancia antes y después de la acidificacion respectivamente.

9. ASEGURAMIENTO DE LA VALIDEZ DE LOS RESULTADOS

Medir un duplicado de muestra por cada grupo de 10 datos o menos. Con los resultados

obtenidos de las mediciones por duplicado, construir y hacer seguimiento a la carta de

control duplicado.

10. SEGURIDAD Y COMENTARIOS

e Al manipular muestras contaminadas tener todas las precauciones para evitar el

contacto con la piel (guantes, tapabocas y gafas).

e Seguir siempre las instrucciones del fabricante para el manejo del

espectrofotometro UV-visible.

e Nunca eliminar los desechos del anélisis por los desagiies del laboratorio.

e Tener presentes las disposiciones del M-MA-03 “Higiene y Seguridad del

LABORATORIO” y del Sistema de Seguridad y Salud Ocupacional del SGI.

11.  ANEXOS

Hoja de calculo donde se ingresan los datos y se genera el resultado, Clorofila

calculos.xlsx
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B. Ensayo experimental

Fig. 1. Disefio experimental

Se realizaron 8 montajes, los cuales constan de concentracion de clorofila alta,
concentracion baja, con aireacion, sin aireacion y una réplica, tapando la boca del recipiente con
una malla para evitar contacto con mosquitos.

Tabla 1.RESULTADOS DEL TRATAMIENTO BIOQUIMICO

Fecha de andlisis Cdédigo de muestra Concentracion (13e clorofila
mg/m

29/09/2022 [ ] alta sin aireacion 19
29/09/2022 [ ] alta con aireacion 20
29/09/2022 [ ] baja sin aireacion 15
29/09/2022 [ ] baja con aireacion 16
03/10/2022 [ ] baja sin aireacion 11
03/10/2022 [ ] baja con aireacion 7
06/10/2022 [ ] baja sin aireacion 4
06/10/2022 [ ] baja con aireacion 4
10/10/2022 1445-Guatapé 0

10/10/2022 1445-Guatapé (Duplicado) 1

Nota: [ ]= concentracion

En la tabla 1, se observa la descripcion de las muestras y el contenido de clorofila en el
tiempo, con aireacion y sin aireacion, las mediciones se hicieron referente a la concentracion mas
baja de clorofila 16 mg/m?, donde se puede observar que estas condiciones son aptas para la
alimentacion de las pulgas de agua, sin embargo, se ven favorecidas con la aireacion,
disminuyendo la concentracion de clorofila mas que en ausencia de aireacion. No se evidenciaron

cambios de pH significativos, manteniéndose en pH 6,6-7.
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Se descartaron los andlisis con la concentracion de clorofila alta ya que en estas
condiciones las Daphnias no se adaptaron, se evidencio la muerte de estos cladoceros, por lo que
no hubo remocién de clorofila a esta concentracion, asi mismo, se obtuvieron concentraciones de
DQO y DBO de 767,2 y 662,2 mg/l respectivamente.

En la gréfica 1, se puede evidenciar la disminucion de la clorofila A en el tiempo,
mostrando en condiciones de aireacidon una disminucion de clorofila mas pronunciada, sin

embargo, ambas llegan al mismo punto final de clorofila.

Disminucion de clorofila A baja

ila A

4 Sin aireacién
Con aireacion

(mg'm3)

Concentracion de cloro

0 1 2 3 4 5

h

Grafica 1. Disminucion de clorofila A en el tiempo, concentracion baja

Tabla 2. OXIGENO DISUELTO (OD) MUESTRAS EXPERIMENTALES

. ey Con aireacion Sin aireacion
Fecha medicion
OD (mg/L) | Temperatura (°C) | OD (mg/L) | Temperatura (°C)
29/09/2022 (inicio) 6,94 21,3 6,94 21,3
3/10/2022 [A] 5,98 22,3 0,52 22,6
3/10/2022 [B] 6,07 227 1,66 20,3
6/10/2022 [A] 5,64 22,8 0,50 23,2
6/10/2022 [B] 5,97 22.8 1,66 23.2

Nota: [A] Y [B] son las concentraciones de clorofila alta y baja respectivamente.
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Grafica 2. Niveles de Oxigeno Disuelto (OD) muestras con concentracion baja

Las aguas provenientes del embalse de Guatapé tienen una concentracion de clorofila no
mayor a 1 mg/m?, ver tabla 1, por lo que no se estudié su tratamiento bioquimico ya que tienen

un nivel oligotrdfico segin los limites presentados por INVEMAR.

Tabla 3. ANALISIS RELACIONADOS A LA EUTROFIZACION DE LA MUESTRA DE AGUA DEL EMBALSE

GUATAPE
Parametro Resultado
Turbidez (UNT) 1,8
DQO (mg/L) 4,9
DBO (mg/L) 1
Nitrogeno total (mg/L) -0,929
Fosforo total (mg/L) -0,212

Fig. 2. Daphnia pulex al inicio (A) y final del experimento (B), observacion al microscopio, aumento 10X.
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Se evidencia un crecimiento en la morfologia de la Daphnia, ademas se puede observar
que esta ultima lleva consigo algunos huevos, se identifican sus extremidades como dos pares de

antenas y las patas, las cuales estan adaptadas para nadar.

Fig. 3. Concentracion de clorofila de 15 mg/m?® al inicio y al final del experimento

En la figura 3 se evidencia un cambio en el color del agua desde el inicio del experimento
hasta el final, con aireacion (C) y sin aireacion (S).

Fig. 4. Concentracion de clorofila de 20 mg/m?® al inicio y al final del experimento

En la figura 4 no se evidencia un cambio en el color del agua desde el inicio del
experimento hasta el final, con aireacion (C) y sin aireacion (S), el agua con aireacion tiende a
cambiar su color debido a la eutrofizacion.
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VI. ANALISIS

El protocolo que fue implementado plantea claramente todo el paso a paso que se debe
realizar para la determinacion de clorofila y especifica que su uso dependera de lo que requiera el
cliente ya que se pueden medir varios tipos de clorofila y productos degradantes como feofitina.

Se observa crecimiento y multiplicacion del cultivo de Daphnias, ya que inicialmente en
cada frasco habia 10 pulgas de agua y al final se evidenciaron mas de 10 individuos, lo cual se
toma como indicador de buen funcionamiento del tratamiento en concentraciones no tan altas de
clorofila, pero si, simulando un estado eutrdfico, se afirma que las Daphnias son resistentes a
diferentes condiciones y que tienen altas tasas de multiplicacion [15].

Por otro lado, se observa que concentraciones altas de clorofila se vuelven inhibitorias
para los cladoceros, sin embargo, podrian hacerse mas estudios para descartar que no sean los
demas ingredientes que traen la clorofila comercial o el cambio brusco de ambiente.

Se observa en la grafica 1, una disminucion de clorofila A, teniendo mas pendiente la
clorofila con aireacion, indicando que esta condicién ayuda a limpiar el agua de manera mas
rapida, permitiendo que el agua entre en contacto con el aire, reduciendo el contenido de dioxido
de carbono, oxidando minerales y potabilizando esta matriz [16].

La DQO y la DBO para las concentraciones altas de clorofila indican que son aguas muy
contaminadas, dando valores muy elevados que sobresalen de los rangos permitidos por las
normas, y estos valores indican la importancia de una aireacion para el tratamiento de aguas, se
plantea hacer mas andlisis para saber si la clorofila aumento estos valores o si al estar el agua
estancada tanto tiempo, con aireacion y pequefias cantidades de levadura aument6 estos niveles,
lo que mataria a los microorganismos por asfixia, ya que una mayor carga organica en una
muestra de agua, hace que los microorganismos requieran mas oxigeno lo que permite oxidarla y
degradarla[17].

Las aguas provenientes del embalse de Guatapé tienen una concentracion de clorofila a
por debajo del limite de 2,5 mg/m?, lo que indica que estdn en un estado oligotrofico y son aptas
para actividades recreativas [5].

Los niveles de oxigeno disuelto (OD) estdn en condiciones aceptables, ya que las
Daphnias soportan pocas proporciones de OD, por debajo de 6 mg/L, los niveles bajos vistos en

la tabla 2 y especificamente en la grafica 2, donde se centran en los niveles de clorofila bajo, no
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afectaron de manera significativa a estos cladoceros, ya que estos pueden sobrevivir con pocas
cantidades de OD debido a su capacidad de sintesis de hemoglobina [18].

Los resultados de Turbiedad, DQO, DBO, Nitrégeno y Fosforo total (tabla 3), estan
relacionados[19] y pueden usarse como indicadores del estado tréfico del agua, por lo tanto
confirman que el embalse esta en un estado oligotrofico, ratificando los resultados que arroja la

medicion de clorofila por el método espectrofotométrico.
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VII. CONCLUSIONES

Lo expuesto anteriormente permite concluir que las concentraciones de Clorofila altas 20
mg/m?® resultan ser inhibitorias para las Daphnias, mientras que concentraciones de 15 mg/m? o
menores, generan ambientes aptos para su reproduccion, por otro lado, se confirma que no es
obligatorio la aireacion ya que en ambos experimentos se logra disminuir la concentracion de
clorofila, pero este si influye si la miramos respecto al tiempo que tarda.

Se adapta satisfactoriamente el protocolo para determinacion de clorofila a partir del
“Standard Methods for the examination of water and wastewater” y se establecen algunas
recomendaciones para su ejecucion.

Para culminar se invita a seguir experimentando con estos cladoceros ya que pueden
considerarse como una especie promisoria para remediar aguas con niveles eutroficos, debido a
su facilidad de multiplicacion, resistencia a cambios de temperatura y economia, ademads de tener
como base los resultados donde se evidencia el tratamiento dado al agua.

Se logr6 conocer y manejar los diferentes ensayos fisicoquimicos del laboratorio
ambiental, promoviendo las buenas practicas de laboratorio, las condiciones y disposicion de

muestras y residuos.
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VIII. RECOMENDACIONES

Se recomienda seguir indagando sobre las pulgas de agua en cuanto a tratamientos en
aguas eutrofizadas, sirviendo este proyecto como guia para futuras investigaciones.

En cuanto al protocolo para la determinacion de clorofila en aguas, se recomienda utilizar
como minimo 100 mL de muestra, ya que en volumenes menores no se cuantifica bien este
parametro, ademas realizar una verificacion del método para que se pueda establecer como
parametro en el laboratorio siguiendo todos los criterios de aseguramiento y validez de los
resultados.

Se podria aumentar el nimero de pulgas por experimento y asi obtener un mayor logro en

cuanto a los objetivos propuestos.
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ANEXOS

Anexo A. Resultados del seguimiento del protocolo para la determinacion de clorofila.
Determinacion de clorofila en presencia de feofitin Clorofila metodo tricromatico
. : Clorofila a en
Fecha analisis Codigo g 3
Muest presencia de Feofitin a (mg/m") |Ca (mg/m3)|Cb (mg/m3}| Cc (mg/m3)
uesira
Feofitin (me/m"’)
29/09/2022 []_a”a_f’m 13 13 19 22 70
alreacian
[1alta con
29/09/2022 o 16 10 20 27 76
alriacron
baia si
29/09/2022 [1baja sin 16 1 15 29 31
alreacian
ha
29/09/2022 [1baja con 17 2 16 28 40
alreacion
baia
3/10/2022 [1baja sin 9 4 11 13 20
alreacian
baja con
3/10/2022 “_ jac 7 1 7 6 10
alreacian
—_
6/10/2022 [1baja sin
aireacion ] 0 4 7 8
bai
6/10/2022 [1baja con 0 6 4 3 4
alreacian
10/10/2022 1445-Guatapé 1 -1 0 0 0
1445-Guatape
10/10/2022 1 1 1 0 1

(Duplicado)
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Anexo B. Imégenes que complementan el desarrollo de la practica, filtros de fibra de
vidrio, proceso de centrifugacion y sedimento.

Anexo C. Filtros de fibra de vidrio luego de pasar el agua proveniente del embalse de
Guatapé

Anexo D. Daphnia pulex vista desde otro angulo, microscopio aumento 4X.




