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INTRODUCCION

El agua es un elemento natural indispensable para la vida, representa el 70% de la
superficie de la Tierra (Agudelo, 2005). Sin embargo es un recurso limitado debido
a diferentes factores como el incremento de la poblacion, la disminucion de los
recursos hidricos y su uso diario en la actividades humanas, las cuales generan
aguas residuales que causan un gran impacto ambiental al ser descargadas en los
cuerpos de agua naturales contaminando los sistemas de agua superficiales,
suelos y acuiferos por infiltracién del agua contaminada, provocando la pérdida de
la flora y fauna presentes en dichos ecosistemas. La presencia y acumulacion de
sustancias quimicas orgénicas e inorganicas dentro del agua residual que se
descarga en los sistemas acuaticos naturales incrementan la concentracion de
fosfatos y nitratos dentro de estos sistemas, ocasionando una acelerada
eutrofizacion de los mismos y como consecuencia se altera la demanda biolégica
de oxigeno con fuertes procesos de anoxia que afectan las poblaciones acuaticas
y la salud humana (Garcia, 2012).

Actualmente el tratamiento convencional de aguas residuales enfrenta el desafio
de disminuir el exceso de nutrientes como el nitrogeno y fésforo a niveles
aceptables segun los valores de referencia estipulados en la legislacion referente
a las descargas de agua residual. Entre las tecnologias aplicadas en los procesos
de depuraciébn de aguas residuales se encuentran los tratamientos fisicos,
quimicos y biologicos, que son utilizados dependiendo de la carga organica y los
componentes que estan presentes en estas aguas; los métodos fisicos y quimicos
son los mas utilizados a nivel mundial para disminuir el exceso de nutrientes como
el nitrégeno y el fosforo; estos métodos son costosos, poco efectivos y producen
un impacto negativo en el ecosistema (Avila, 2015), impulsando el uso de nuevas
tecnologias como: la ficorremediacion, biotecnologia que consiste en la utilizacion
de cultivos mono especificos o0 consorcios de microalgas para la remocion,
biotransformacion y reutilizacion de contaminantes dentro del agua (Acurio et al.,
2015).

Las microalgas se han estudiado desde hace mucho tiempo, las primeras
descripciones del empleo de microalgas en el tratamiento de aguas residuales, fue
reportada por Oswald y Gotaas en 1957 quienes explican un sistema de
tratamiento por lagunaje; desde entonces las microalgas han ido ganando
atencion, debido a su gran potencial en la asimilacion de material organico e
inorganico presente en aguas residuales de origen urbano, industrial y agricola
(Hernandez, 2010). Su capacidad de remocion de nitrogeno y fosforo presentes en
efluentes se lleva a cabo mediante la incorporacion de estos nutrientes a las
moléculas organicas, en el caso del nitrégeno este proceso se lleva a cabo
mediante la reduccion de los nitritos y nitratos a amonio, lo cual ocurre en dos
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pasos catalizados por las enzimas nitrito reductasa y nitrato reductasa; mientras
que el fosforo es incorporado a los compuestos organicos a través de la
fosforilaciéon (Cai et al., 2013).

El uso de microalgas como tratamiento bioldgico terciario es una buena alternativa
para la eliminacién de algunos nutrientes presentes en aguas residuales ya que
los sistemas de microalgas requieren de poca energia, una fuente de carbono, luz
solar y pequefas cantidades de nutrientes del medio para generar biomasa y
realizar el proceso de biorremediacion de las aguas residuales (Acurio et al.,
2015), adicionalmente las microalgas presentan una alta tasa de crecimiento, la
biomasa obtenida es potencialmente valiosa debido a que es una fuente de
productos como proteinas, pigmentos, fertilizantes, alimentos para animales, etc.,
la produccion de biomasa no es estacional, dado que puede ser cosechada por
lotes casi todo el afio (Mera, 2015).

Durante las siguientes décadas, diferentes especies de microalgas clorofitas,
como Chlorella pyrenoidosa, Desmodesmus quadricauda Chlamydomonas sp.,
comenzaron a ser utilizadas para remover nutrientes de efluentes de todo tipo
(Avila, 2015). Chlorella sp., y Scenedesmus sp., son microalgas comunmente
empleadas en el tratamiento de aguas residuales provenientes de plantas de
tratamientos convencionales, aguas residuales industriales y residuos de
animales (Andrade et al., 2009).

Entre los sistemas de cultivo de microalgas empleados para el tratamiento de
aguas residuales se utilizan los fotobiorreactores (Hernandez, 2011), los cuales
presentan una mayor productividad, fundamentalmente porque mejora la eficiencia
de la fotosintesis y la capacidad de fijacion del CO,, otra ventaja muy importante
es su mayor facilidad para mantener un monocultivo sin contaminacion por otras
especies, lo que permite obtener un producto de pureza apta para su procesado
en la industria (Santos et al., 2014). Un género de microalga utilizada en
fotobiorreactores es Chlorella sp., la cual presenta eficiencia en el tratamiento de
afluentes contaminados (Cerén et al., 2015).

El objetivo del presente trabajo es realizar una evaluacién preliminar de la
remocion de nitrégeno y ortofosfato presentes en aguas residuales del ramal 1 del
Centro de Investigacién y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional
(CINVESTAV- IPN) por Chlorella sp., en un fotobiorreactor airlift bajo diferentes
flujos de aire y concentraciones de inéculo.
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo general

Evaluar la remocion de nitrogeno total y ortofosfato de aguas residuales
provenientes del ramal 1 del Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del
Instituto Politécnico Nacional en México por Chlorella sp., en un fotobiorreactor
airlift, bajo diferentes flujos de aire y concentraciones de inoculo.

1.2 Objetivos especificos
e Establecer la condicion de flujo de aire y concentracion de inéculo, dénde se

obtiene mayor contenido de biomasa de Chlorella sp.

e Determinar las condiciones de flujo de aire y concentracion de inéculo donde se
logra una mayor remocion de nitrégeno total y ortofosfato por parte de Chlorella

sp.

e Evaluar la produccion de clorofila A de Chlorella sp., en cada uno de los
tratamientos.
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2 JUSTIFICACION

EL Centro de Investigacion y Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional
es un organismo publico dedicado a la investigacion cientifica en México, cuenta
con 33 departamentos los cuales generan aguas residuales producto de todas las
actividades de investigacion realizadas en los laboratorios que conforman cada
departamento; estas aguas son vertidas en cauces naturales sin ningan
tratamiento, contaminando los cuerpos de agua, con compuestos nitrogenados y
fosforados ademas de materia organica, metales, agentes patdégenos, entre otros
contaminantes que cambian las caracteristicas fisicas, quimicas y microbioldgicas
del agua (Jiménez et al., 2010), sobrecargando los cuerpos de agua, afectando su
capacidad natural de depuraciéon y alterando gravemente a los ecosistemas que
dependen de ellos (Lahera, 2010).

Teniendo en cuenta que el principal efecto del vertimiento de aguas residuales
ricas en nutrientes como el nitrégeno y fésforo es la eutrofizacion de corrientes
naturales por el crecimiento acelerado de las algas y las plantas, que causa
impactos ecolégicos adversos como la reduccion de la biodiversidad, sustitucion
de especies dominantes, aumento de la toxicidad del agua, de la turbidez, asi
como la disminucién de la vida util de los lagos (Cai et al., 2013) y debido a que a
los sistemas de tratamiento de aguas residuales convencionales generan costos
elevados de construccién, operacion y mantenimiento; ademas de las
consecuencias ambientales negativas como el consumo de recursos no
renovables, el uso de combustibles fosiles, plasticos, concreto y reactivos
quimicos con la consecuente generacion de grandes cantidades de subproductos
como el lodo (Zurita et al., 2011). Razones por las cuales es necesario el uso
nuevas tecnologias eficaces, de bajo costo que cuiden el medio ambiente para el
tratamiento de aguas residuales, como la ficorremedicién, una tecnologia
emergente que emplea microalgas para la remocion de contaminantes presentes
en el agua (Sivasubramanian, 2016); usando como sistema 6ptimo para el cultivo
de microalgas un fotobiorreactor airlift, debido a que posee varias ventajas, como
el uso eficiente de la luz, una mejor capacidad de transferencia de masa, mayores
velocidades superficiales gas-liquido, eliminacién eficiente de oxigeno disuelto,
mejor rentabilidad, minimo riesgo de contaminacién, fluidizacién de los solidos,
generacion de esfuerzos cortantes bajos y uniformes lo que ayuda al crecimiento
celular sin dafar o estresar al microorganismo (Cortés et al., 2013). Estas
propiedades les permiten alcanzar altas densidades de biomasa, lo que resulta en
altas tasas de produccion de microalgas (Yuan et al., 2011).

En el presente trabajo se emplea un fotobiorreactor airlift para el cultivo de
Chlorella sp., en aguas residuales, con el propésito de remover el nitrégeno y
ortofosfato presentes en estas aguas. Por medio de esta tecnologia eficiente y de
bajo costo, se busca realizar un tratamiento bioldgico terciario de aguas residuales
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para reducir la concentracion de estos nutrientes, con el fin de evitar la
contaminacion y deterioro de los cuerpos de agua superficiales por el vertimiento
de aguas residuales sin un tratamiento previo, de esta forma gozar de caudales
que cumplan las necesidades béasicas de la poblacién y contribuyan con su
crecimiento econdémico (De la Pefia et al.,, 2013). Adema4s, esta biotecnologia
presenta otros beneficios ambientales importantes; oxigena los cuerpos de agua
donde son vertidos los efluentes tratados, reduce los gases de efecto invernadero
emitidos a la atmoésfera (Garcia et al.,, 2014) y genera productos de alto valor
comercial a partir de la biomasa microalgal (Silva et al., 2015).
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3 MARCO TEORICO

3.1 Bases legales

Norma Oficial Mexicana NOM-001-ECOL-1996, establece los limites maximos
permisibles de contaminantes en las descargas de aguas residuales vertidas a
aguas Yy bienes nacionales, con el objeto de proteger su calidad y posibilitar sus
usos.
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3.2 Antecedentes

El tratamiento de aguas residuales con microalgas para la eliminacion de
nitrégeno y fosforo fue propuesto en la década de los cincuenta por Oswald y
Gotaas en 1957. Uno de los filos mas grandes de microalgas con una gran
variedad de especies y una distribucion geografica amplia son las clorofitas, dentro
de este filo se encuentra Chlorella sp., microalga utilizada en numerosos estudios,
en los cuales ha demostrado ser eficaz en la eliminacion de nitrégeno y fésforo a
partir de diferentes corrientes de aguas residuales con una amplia gama de
concentraciones. La eficiencia de remocion de nitrégeno y fosforo a partir del
crecimiento de Chlorella sp., esta en un intervalo de 8 a 100% (Cai et al., 2013).

Chacén et al. (2004) evaluaron la remocién de amonio y fosfatos por Chlorella sp.,
y Scenedesmus sp., en aguas residuales provenientes de un sistema ubicado en
la Universidad del Zulia en Venezuela, en el cual se obtuvo para ambas especies
valores significativos en la densidad celular, contenido de clorofila, carotenoides y
proteinas. Al final del experimento en todos los cultivos con agua residual se
presentd una remocion total de amonio; mientras que la remocion maxima de
fosfatos fue del 44.0% en agua residual esterilizada para Chlorella sp., y del 48.7%
en agua residual no esterilizada para Scenedesmus sp.

Riuz et al. (2010) compararon el crecimiento de Scenedesmus obliquus y Chlorella
vulgaris, con el fin de evidenciar su capacidad para eliminar nitrégeno y fésforo en
cultivos discontinuos de aguas residuales urbanas; obteniendo como resultado un
80% de eliminaciéon de amonio y un 53% de eliminacién de fésforo en los cultivos
con Chlorella vulgaris y un 96% de eliminacion de amonio y un 55% de eliminacién
de fésforo con Scenedesmus obliquus.

Roa y Cafizares en el 2012 evaluaron la remocion de nitratos y fosfatos del medio
de cultivo Bold utilizando Scenedesmus incrassatulus inmovilizado en alginato de
calcio en un fotorreactor airlift, obteniendo una remocioén del 60% de nitratos y del
47% de fosfatos en el dia 8; por otro lado la mayor produccién de clorofila A (6.5
mg/l) y carotenos (12.7 mg/L) se alcanzé en el dia 2.

Recientemente Avila en el 2015 evalu6 la capacidad de remocion de nitratos y
fosfatos presentes en aguas residuales municipales por Chlorella sp vy
Chlamydomonas sp libres e inmovilizadas en discos de alginato de sodio al 4%;
Obteniendo una remocién del 56% de nitratos; 75% de fosfato para Chlorella sp., y
una remocion del 78% de nitratos y 84% de fosfatos para Chlamydomonas sp.
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3.3 Agua residual

Las aguas residuales son aguas de composicidn variada, provienen de descargas
de uso publico urbano, doméstico, industrial, comercial, agricola, pecuario, de las
plantas de tratamiento, en general de cualquier uso, asi como la mezcla de ellas
(Riveros, 2013).

Los principales nutrientes que hacen parte de la composicion quimica de las
aguas residuales son el carbono, nitrégeno, oxigeno y fésforo, los cuales se
encuentran en forma de compuestos organicos e inorganicos. Los compuestos
organicos constituyen la materia organica, de los cuales los asimilables por los
organismos son llamados nutrientes organicos, por otro lado los compuestos
inorganicos estan formados por diferentes elementos como el nitrégeno y el
fésforo, de estos compuestos los asimilables por los organismos son llamados
nutrientes inorganicos (Perez, 2009).

Dependiendo del origen, las aguas residuales se pueden dividir en tres tipos
principales.

Aguas residuales domesticas: son aguas originadas en las actividades
humanas, como el lavado de platos, duchas, servicios sanitarios entre otros. Su
calidad varia con respecto al nivel socioeconémico y cultural de las poblaciones.

Aguas residuales industriales: son aguas manipuladas en procesos industriales,
su composicion varia dependiendo del tipo de industria y materiales procesados
en esa zona de captacion.

Aguas residuales urbanas: son aguas residuales domesticas que pueden estar
combinadas con aguas de escorrentia pluvial o con aguas de origen industrial que
deben ser previamente tratadas para que cumplan con la calidad exigida para
aguas vertidas en los sistemas de alcantarillado de tipo combinado (Acurio et al.,
2015).

Las aguas residuales representan un problema medioambiental serio, no solo por
el vertimiento de estas aguas contaminadas a los cauces de los rios, sino también
por el poco aprovechamiento de esta agua para otros usos, ocasionando una
pérdida econdmica (Duran, 2012).
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3.3.1 Tratamiento de aguas residuales

El tratamiento de aguas residuales consiste en una combinacion de operaciones y
procesos unitarios disefiados para reducir ciertos contaminantes del agua residual
a un nivel aceptable, con el fin de preservar la salud publica, proteger los cuerpos
de agua receptores y sus ecosistemas (Riveros, 2013).

Un sistema convencional de tratamiento de aguas residuales consta de cuatro
niveles preliminar, primario, secundario y terciario.

Tratamiento preliminar o pretratamiento: busca disminuir los sélidos mas
gruesos como arenas, gravas, plasticos y otros materiales flotantes o en
suspension. Una linea de pretratamiento convencional consta de las etapas de
desbaste, desarenado y desengrasado

Tratamiento primario: su objetivo es remover mediante operaciones fisicas tales
como tamizado y sedimentacion, los sélidos suspendidos y un pequefio porcentaje
de materia organica.

Tratamiento secundario: su propésito es eliminar la materia  organica
biodegradable asi como los solidos suspendidos mediante procesos quimicos y
biolégicos, ademas uniformiza las cargas organicas para tratamientos posteriores.

Tratamiento terciario 0 avanzado: en este paso se remueven nutrientes como
nitrégeno y fosforo, ademas de patdgenos del efluente secundario mediante un
proceso fisicoquimico que utiliza la precipitacion, la filtracion y la cloracion para
reducir drasticamente los niveles de nutrientes inorganicos, especialmente los
fosfatos del efluente final (Cabrera, 2014).

3.3.2 Limites maximos permisibles de nitrogeno y fésforo en descarga de
agua residual tratada en cuerpos receptores

En la norma oficial mexicana NOM-001-ECOL-1996, se establece los limites
maximos permisibles en las descargas de agua residual tratada en un rango de 15
a 60 mg/L para nitrégeno total y de 5 a 30 mg/L para fésforo total, lo cual depende
del cuerpo receptor (rios, aguas costeras, suelo, embalses naturales y artificiales).
Desde el punto de vista ambiental es importante considerar la concentracion final
en el sistema receptor, donde valores de = de 0.2 mg/L de nitrogeno y = de 0.01
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mg/L de fésforo indican contaminacion por eutrofizacion en cuerpos de agua
(Beltran, 2014).

3.4 Eutrofizacion

La eutrofizacion es el crecimiento acelerado de algas y de plantas debido al
enriguecimiento de los cuerpos de agua con nutrientes, especialmente
compuestos de nitrogeno y fosforo (Tekile et al., 2015). El efecto mas evidente de
la eutrofizacion es las floraciones densas de nocivo fitoplancton que reducen la
claridad del agua y la calidad de la misma. Las altas tasas de fotosintesis
asociadas a la eutrofizacion agotan el carbono inorganico disuelto y elevan el pH a
niveles extremos durante el dia, un pH elevado afecta las capacidades
guimiosensoriales de los organismos al interferir en la percepcion de sefales
quimicas necesarias para su supervivencia. Ademdas, al morir las densas
floraciones de algas la descomposicibn microbiana agota el oxigeno disuelto,
creando una zona de hipoxia carente de oxigeno para sostener la mayoria de los
organismos y por consiguiente se produce la muerte de especies acuaticas
(Chislock et al., 2013).

3.5 Ficorremediacioén

La ficorremediacién es una tecnologia simple, econémica y respetuosa con el
medio ambiente, que emplea microalgas 0 macroalgas para la eliminaciéon o la
biotransformacion de contaminantes presentes en aguas residuales (Rawat et al.,
2011). Su eficacia depende del tipo de efluente, contaminantes, temperatura o la
incidencia luminica en el medio, dado que estos factores afectan la produccion y
composicion de la biomasa (Lafarga, 2012).

Esta tecnologia tiene varias aplicaciones: la eliminacién de nutrientes de las aguas
residuales municipales y de efluentes ricos en materia organica mediante el uso
de biosorbentes a base de microalgas, el tratamiento de aguas residuales acidas,
la fijacion de CO,, la degradacion de xenobioticos y la deteccion de compuestos
toxicos con la ayuda de biosensores a base de algas (Rawat et al., 2011).

El cultivo de microalgas es una de las mejores alternativas para la purificacion y
tratamiento biologico de aguas residuales, debido a que las microalgas pueden
acumular y asimilar nutrientes, metales pesados, pesticidas, contaminantes
organicos e inorganicos y materia radioactiva en sus células; ademas, el proceso
fotosintético que realizan las microalgas genera la oxigenacion de las aguas
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residuales (Gani et al., 2015). Los principales géneros de microalgas utilizadas en
el tratamiento de efluentes, se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Microalgas comunmente utilizadas para el tratamiento biologico de
efluentes (Lafarga, 2012).

Grupo Géneros mas representativos % De aplicacion
Diatomeas Cyclotella, Gomphonema, Nitzchia 10
Flageladas Chlamydomonas, Euglena, Cryptomonas 25
Algas verdes Ankistodesmus, Chlorella, Scenedesmus 50
Algas verde- azules Anacystis, Anabaena, Oscillatoria 15

3.5.1 Ventajas del uso de las microalgas en el tratamiento de aguas
residuales.

* Presentan una alta tasa de crecimiento.

= Tienen una mayor capacidad para captar el COx.

= Son capaces de crecer en un medio liquido marino o en aguas residuales,
reduciendo el uso de agua dulce para su produccion.

» Se utilizan para la biorremediacion de aguas residuales municipales e
industriales, en la remocion de nitrégeno y fésforo, la biomasa producida en
estos procesos posee un valor agregado en la generacién de coproductos o
subproductos por ejemplo, proteinas, polisacaridos, pigmentos,
biopolimeros, alimentos para animales, fertilizantes, etc.

= La produccién de biomasa no es estacional y puede ser cosechada por
lotes casi todo el afio (Mera, 2015).

3.6 Microalgas

Las microalgas son microorganismos fotosintéticos procariotas o eucariotas,
pueden crecer rapidamente, vivir en condiciones extremas y adaptarse para
almacenar o aumentar su eficiencia en la utilizacion de recursos; también son
capaces de asumir muchos tipos de metabolismos (por ejemplo, heterotrofos,
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autotrofos, mixotréficos y fotoheterotrofico) como respuesta a cambios en las
condiciones ambientales. Las microalgas estdn presentes en los ecosistemas
acuaticos y terrestres, lo que representa la gran variedad de especies que viven
en una amplia gama de condiciones ambientales. Se estima que existen mas de
50.000 especies, pero sb6lo un numero limitado de alrededor de 30.000 se han
estudiado y analizado (Mata et al., 2010).

3.6.1 Chlorella sp.

Las microalgas de este género son algas verdes, con un tamafio de 2-10um,
ovoidales, no mdvil y unicelular; presentan una pared celular delgada y
cloroplastos en forma de copa, pueden crecer en condiciones autotroficas,
heterotréficas o mixotroficas. Se reproducen de forma asexual, formandose en el
interior de la célula madre de 4 a 8 células mas pequefias idénticas a ella llamadas
autosporas, las cuales son liberadas por dehiscencia de la pared de la célula
madre al alcanzar su tamafio maximo transformandose en nuevas Chlorella sp., al
crecer (Acurio et al., 2015).

Tabla 2. Taxonomia de Chlorella sp. (Méndez et al., 2010).

Taxonomia
Reino Protista
Divisién Chlorophyta
Clase Trebouxiophyaceae
Orden Chlorellales
Familia Chlorellaceae
Genero Chorella

Chlorella sp., fue el primer género en ser aislado y cultivado con fines de
alimentacion y obtencién de metabolitos (Infante et al., 2012), puesto que posee
un elevado contenido en proteinas y otros nutrientes esenciales para el ser
humano; su masa en peso seco contiene cerca de 45% de proteinas, 20% de
lipidos, 20% de carbohidratos, 5% de fibra y un 10% de vitaminas y minerales
(Lafarga, 2012). Este género ha sido empleado para el tratamiento biologico de
aguas residuales, demostrando su efectividad en la remocion de nitrégeno, fésforo
y metales; el cultivo por lote es el mas utilizado a gran escala por su bajo riesgo de
contaminacion y facil implementacion. (Infante et al., 2012).
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3.6.2 Factores que influyen en el crecimiento de las microalgas

El crecimiento y la acumulacion de metabolitos en las microalgas, pueden ser
afectados por diferentes factores. Es importante determinar las condiciones
Optimas de crecimiento, debido a que la tasa de rendimiento para un mismo
género de microalgas puede ser diferente de acuerdo a su lugar de origen y a las
condiciones ambientales en las que se desarrolle (Benavente et al., 2012).

Nutrientes

Para el crecimiento de las microalgas, se debe proporcionar diferentes elementos
como el carbono, oxigeno, hidrogeno, nitrégeno, potasio, calcio, magnesio, hierro,
azufre, fosforo, y elementos traza. El carbono, oxigeno e hidrogeno se obtienen a
partir del agua y el aire, mientras que el nitrégeno, fésforo y potasio tienen que ser
absorbidos del medio de cultivo. Durante el cultivo el nitrégeno y el fosforo juegan
un papel importante en el control del crecimiento y la produccién de lipidos en las
microalgas (Zhu et al., 2013).

Luz

Los organismos fotosintéticos s6lo emplean la fraccién del espectro de luz solar
qgue es fotosintéticamente activa, es decir entre 350 y 700 nm. En la mayoria de
las microalgas la fotosintesis se ve saturada a niveles luminicos que representan
sobre el 30% de la radiacién total que la Tierra recibe del Sol, esto supone
alrededor de 1700 — 2000 PE/m? s. A partir de éste, los sistemas fotosintéticos
receptores se ven dafiados y la fotosintesis se ve inhibida, lo que se conoce como
foto inhibiciobn (Martinez, 2012). La intensidad luminica varia durante el
crecimiento celular ya que a medida que aumenta la concentracion celular,
disminuye la cantidad de luz que recibe cada célula la manera de solucionar esto
es mediante una buena agitaciéon (Lafarga, 2012).

Oxigeno

El proceso de fotosintesis realizada durante el dia aumenta los niveles de oxigeno
disuelto, pudiendo llegar a reducir la poblacién de microalgas ya que muchas
especies de microalgas no son capaces de sobrevivir en medios sobresaturados
de oxigeno (para algunas el 120% de saturacién de oxigeno, para otras el 200%).
Ademas, la producciéon fotosintética de oxigeno en cultivos de alta densidad puede
alcanzar hasta 40 mg/L, de modo que mediante la radiacion adecuada pueden
llegar a desarrollarse radicales de oxigeno, estos radicales libres son toxicos para
las células y causan dafios en sus membranas. La presion parcial del oxigeno en
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el cultivo puede disminuirse mediante aumento de la turbulencia y stripping de aire
(transferencia de masa mediante la inyeccion de aire a través del agua) (Ruiz,
2011).

Temperatura

La temperatura éptima varia entre cada especie, por lo general esta entre 28°C y
35°C. La productividad microalgal aumenta conforme aumenta la temperatura
hasta su temperatura optima; por encima de ésta, se aumenta la fotorrespiracion
reduciendo la productividad global (Park et al. 2011). La temperatura puede alterar
el coeficiente de velocidad de reacciones biosintéticas (Martinez, 2012).

Agitacion

La agitacion es un parametro indispensable debido a que produce un movimiento
en el medio de cultivo, generando una distribucién homogénea de las células y de
los nutrientes evitando la existencia de zonas muertas y los fenbmenos de
sedimentacion, ademas, evita la formacién de gradientes de nutrientes o incluso
de productos o subproductos del proceso como el oxigeno. Favorece también la
homogenizaciéon de la temperatura del reactor; por otro lado la velocidad de
agitacion es importante, ya que una velocidad muy elevada puede producir mucha
friccién en las células y provocar su ruptura, en cambio una velocidad muy baja
puede no conseguir la homogeneidad necesaria (Lafarga, 2012).

pH

El pH influye en la forma quimica como se encuentran algunos nutrientes y en la
alcalinidad del medio. El pH en la mayoria de cultivos de microalgas se encuentra
entre 7 y 9 con un rango 6ptimo 8.2-8.7. EIl control de pH se consigue mediante
aireacion, inyeccion controlada de CO; o la adicién de acidos o bases (Malgas,
2013).

3.7 Proceso bioldgico de remocién de nitrogeno y fésforo

El nitrégeno es un nutriente critico requerido en el crecimiento de todos los
organismos. El nitrégeno organico se encuentra en una variedad de sustancias
bioldgicas tales como péptidos, proteinas, enzimas, clorofilas, moléculas de
transferencia de energia (ADP, ATP) y materiales genéticos (ARN, ADN). El
nitrégeno organico se deriva de fuentes inorganicas incluyendo nitrato (NO3) nitrito
(NO,), acido nitrico (HNO3), amonio (NH;"), amoniaco (NHs) y el gas nitrégeno
(N2). Las microalgas juegan un papel clave en la conversion de nitrdgeno
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inorganico a su forma organica a través de un proceso llamado asimilacion. Para
que las algas realicen el proceso de asimilacién, requieren de nitrégeno inorganico
en las formas de nitrato, nitrito y de amonio. Como se muestra en la Figura 1, la
translocacion del nitrdgeno inorganico ocurre a través de la membrana plasmética,
seguido por la reduccion de nitrogeno oxidado y la incorporacion de amonio en
aminoacidos. El nitrato y el nitrito se someten a reduccion con la ayuda de las
enzimas nitrato reductasa y nitrito reductasa respectivamente. La enzima nitrato
reductasa utiliza la forma reducida de la nicotinamida adenina dinucle6tido (NADH)
para transferir dos electrones, dando como resultado la conversion de nitrato en
nitrito. EIl nitrito se reduce en amonio por la ferredoxina reductasa (Fd) con la
transferencia de un total de seis electrones en la reaccion. Por lo tanto, todas las
formas de nitrdgeno inorgénico se reducen en Ultima instancia en amonio antes de
ser incorporado en aminoacidos dentro del fluido intracelular, finalmente utilizando
el glutamato (Glu) y trifosfato de adenosina (ATP), la glutamina sintasa facilita la
incorporacion del amonio en el amino&cido glutamina (Cai et al., 2013).

nitrate nitrite glutamine
reductase reductase synthetase

NOj’ ﬁ NO, ﬁ NH,* f‘—«: L-glutamine

NADH NAD* 6Fd.q 6Fd, ATP  ADP
+ + + +

+ +
H* H,0 8H" 2H,0 Glu PO,*

Figura 1. Esquema simplificado de la asimilacién de nitrégeno inorgéanico (Cai et
al., 2013).

El fésforo es también un factor clave en el metabolismo energético de las algas y
se encuentra en los &cidos nucleicos, lipidos, proteinas y en el metabolismo
intermedio de carbohidratos. Los fosfatos inorganicos juegan un papel significativo
en el crecimiento celular y el metabolismo de las algas. Durante el metabolismo de
las algas el fésforo, preferiblemente en las formas de H.PO, y HPO4? se
incorpora a los compuestos organicos a través de la fosforilacion, muchos de los
cuales implican la generacion de ATP a partir de adenosin difosfato (ADP),
acompafado por una forma de aporte de energia. La entrada de energia puede
provenir de la oxidacién de sustratos respiratorios, del sistema de transporte de
electrones de las mitocondrias o en el caso de la fotosintesis de la luz. Los
fosfatos son transferidos por el transporte energizado a través de la membrana
plasmatica de la célula de las microalgas. No sélo las formas inorganicas de
fésforo son utilizadas por las microalgas, algunas variedades de algas son
capaces de utilizar el fésforo que se encuentra en ésteres organicos para el
crecimiento. La eliminacion de fésforo en las aguas residuales no solo se rige por
la absorcion en la célula, sino también por las condiciones externas tales como el
pH y el oxigeno disuelto. El fosforo no puede existir en un estado gaseoso, por lo
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tanto el fosfato se precipita como resultado de pH elevado y alta concentracion de
oxigeno disuelto (Cai et al., 2013).

3.8 Sistemas de cultivo de microalgas

Para la produccién de microalgas se emplean sistemas de cultivo abierto o
sistemas cerrados denominados fotobiorreactores (Ugwu et al., 2008). La principal
diferencia entre estos sistemas es la exposicion de las algas al medio ambiente,
ya que en los sistemas abiertos la biomasa esta expuesta a las condiciones del
medio externo, mientras que en los sistemas cerrados presentan poco o ningun
contacto con el medio externo (Cai et al., 2013).

Los sistemas de cultivo abiertos comprenden tanto medios naturales (lagunas y
estanques) como artificiales con variedad de disefios. Los sistemas de cultivo
cerrados denominados fotobiorreactores, presentan una amplia variedad de
disefios: reactores planos o en placas agitados mediante burbujeo; reactores
tubulares, verticales u horizontales con agitacién por burbujeo y reactores anulares
(Herndndez y Labbé, 2014). La comparacion de los sistemas de cultivo de
microalgas abiertos y cerrados se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Ventajas y desventajas de los sistemas abiertos y cerrados (Duran,
2012).

Parametro Abierto Cerrado
Riesgo de contaminacion Extremadamente alto Bajo
Espacio requerido Alto Bajo
Pérdidas de agua Extremadamente alto Casi ninguno
Perdidas de CO2 Alto Casi ninguno
Calidad de biomasa No susceptible Susceptible

Variabilidad de las especies

Flexibilidad de operacién

Poca variabilidad

Cambios de produccion bajos

Alto. Muchas especies

Ningun problema a los cambios

Control de proceso Bajos Alto
Estandarizacion Sin posibilidad Posible
Dependencia del clima Alto Muy bajo
Periodo de puesta en marcha Largo 6-8 semanas Corto 2-4 semanas
Concentracién de la biomasa 0.1-0.2 g/ 2-8 ¢/l
Eficienciade los procesos de Bajo Alto

tratamientos correctores
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3.9 Reactor Airlift

Para el cultivo de las microalgas existen equipos especializados llamados
reactores. Se considera que el reactor airlift es uno de los mas utilizados, por sus
ventajas frente a otros reactores como una mejor capacidad de transferencia de
masa, mayores velocidades superficiales gas-liquido, patrones de flujo bien
definidos, mejor rentabilidad, minimo riesgo de contaminacion, efectiva fluidizacion
de los sdlidos, generacion de esfuerzos cortantes bajos y uniformes lo que ayuda
al crecimiento celular sin dafiar o estresar al microorganismo (Cortés, 2013).

-]
T
=

N &

|~ Ligquid flow

Air / COe

Figura 2. Esquema de un fotobiorreactor airlift, PFD (Densidad del flujo de
fotones) (Xu et al., 2009).

Como se muestra en la figura 2, un reactor airlift consiste en un sistema cerrado
llevado a cabo en un recipiente cilindrico que presenta dos zonas distintas, la zona
ascendente y la zona descendente. En la zona ascendente se inyecta gas, el cual
origina una disminucién de la presion favoreciendo la recirculacion del fluido en el
reactor, circulacién que trae como consecuencia la fluidificaciéon de las particulas
gue contienen la biomasa. El disefio de este reactor es simple y facil de construir,
ademas presenta un patrén de flujo definido y una necesidad baja de energia que
los hace muy atractivos para el tratamiento de las aguas residuales (Martinez,
2013).
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4 METODOLOGIA

4.1 Microalga

Para este estudio se utiliz6 una cepa de Chlorella sp., proporcionada por el
laboratorio del Dr. Rodolfo Reyna Velarde, cultivada en medio liquido BG-11(Atlas,
2010)(ver anexo A), en un fotobiorreactor airlift tipo plano con capacidad de 6
litros, en el cual se procedié a mantener durante dos meses y quince dias; para
esto se tomaron 2L de inoculo del cultivo puro y se le adicioné 4L del medio BG-
11, este procedimiento se realiz6 cada siete dias; cada montaje requiri6 desechar
el contenido y lavar el fotobiorreactor para introducir nuevamente el inéculo y el
medio de cultivo.

4.2. Medio de cultivo

Como medio de cultivo se emple6 aguas residuales provenientes del ramal 1 del
CINVESTAV-IPN. Para realizar cada tratamiento se recolecto 2 L de agua residual
cada viernes en la tarde al finalizar el tratamiento montado en un bidén con
capacidad de 4L, las caracteristicas fisicoquimicas del agua residual se observan
en el Anexo B.

4.3 Disefio experimental

Con el fin de evaluar la influencia del flujo del aire y la concentracién del in6culo de
Chlorella sp., en el proceso de remocion de nitrégeno total y ortofosfato de aguas
residuales del ramal 1 del CINVESTAV:; se realizé un disefio factorial 22, en el cual
se empled un nimero menor de corridas, dénde se estudian dos variables, cada
una con dos niveles (Montgomery, 1991).

En este trabajo se realizaron cuatro tratamientos sin replicas biolégicas o técnicas.

A continuaciéon en la tabla 4 se observan los valores de los niveles menor
(-1) y mayor (1) de cada una de las variables utilizadas.
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Tabla 4. Variables del disefio factorial 2°.

Variables Niveles
_1 1
Flujo de aire 1.5 L/min 2.5 L/min
Concentracion del
10% 30%

inoculo

(Fuente el autor)
En la tabla 5 se observan los cuatro tratamientos del disefio experimental 22, para
los cuales se empled diferentes muestras de agua residual del ramal 1 del

CINVESTAV, variando el flujo de aire y la concentracion del inoculo entre el nivel
menor y mayor segun el tratamiento a realizar.

Tabla 5. Disefio factorial 22 (Montgomery, 1991).

: Flujo de aire = Concentracion de
Tratamiento

(L/min) in6culo %(v/v)
1 -1 -1
2 1 -1
3 -1 1
4 1 1

4.4 Montaje y operacién del fotobiorreactor

Para el primer tratamiento se empled 10% (200 mL) de in6culo de Chlorella sp., y
se adicion6 un volumen de agua residual (1800 mL) para completar los 2L del
volumen operativo del fotobiorreactor airlift, con un flujo de aire de 1.5 L/min. Este
tratamiento tuvo un lapso de 7 dias, con un fotoperiodo de 12 horas y una
intensidad de luz incidente promedio en el fotobiorreactor de 60 umol m?.s™
medida con el equipo PAR Quantum sensor Skye.

Los tres tratamientos restantes se realizaron en las mismas condiciones variando
los niveles de flujo de aire (1.5 y 2.5 L/min) y la concentracion del inéculo
(109%,30%), de acuerdo a los niveles establecidos para cada tratamiento. El
montaje del fotobiorreactor se observa en el Anexo D.
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4.5 Determinacion de la biomasa microalgal

La determinacion de la biomasa microalgal, se realizé en base a la ecuacion
obtenida en la curva de calibracion, a partir de los valores de la densidad 6ptica y
el peso seco (ver anexo E).

4.5.1 Determinacion de la biomasa por densidad Optica (O.D)

Para determinar la densidad éptica se tomo diariamente una muestra de 2 mL de
cultivo a la cual se le midi6 la absorbancia a una longitud de onda de 680 nm en
un espectrofotdmetro Shimadzu UV-1800 (Wang et al., 2013).

4.5.2 Determinacion de la biomasa por peso seco (W/V)

Para determinar el peso seco se filtr6 un volumen del cultivo a través de un filtro
de jeringa de 0,45 um de poro, previamente secado en horno durante 24 horas,
atemperado en un desecador y pesado.

Los filtros con células se secaron en horno a 60°C durante 24 horas, se
atemperaron y se pesaron en una balanza analitica. El peso seco de las células se
determind por diferencia y se dividié entre el volumen filtrado (miligramos de
biomasa por litro de cultivo) (Garcia, 2014).

4.6 Monitoreo del pH, temperatura y saturacion de oxigeno del cultivo

Se realiz6 monitoreo del pH, temperatura (°C), y porcentaje de saturacion de
oxigeno (% OD) diariamente con el multiparametro Hanna HI9328, esta
metodologia se realiz6é para cada uno de los cuatro tratamientos.
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4.7 Determinaciones analiticas

Para estimar la remocién de nitrégeno total y ortofosfato, asi como la produccion
de clorofila A por parte de Chlorella sp., en los cuatro tratamientos, se siguieron
detalladamente los procedimientos descritos a continuacion.

4.7.1 Determinacion de Nitrogeno Total (Método 10072)

La determinacion de nitrdgeno total se realiz6 en el dia 0, 2, 4 y 7 del cultivo por el
método (kit) 10072 HACH, siguiendo las recomendaciones del fabricante, se
procedié a agregar el reactivo de persulfato al tubo de ensayo, que contenia el
reactivo de hidroxido, luego se le adiciond 0.5 mL de la muestra previamente
filtrada, en el caso del blanco se utiliz6 0.5 mL de agua desionizada (incluida en el
kit), los tubos se taparon y se agitaron vigorosamente por 30 segundos.

Posteriormente se colocaron en un reactor HACH DRB 200, el cual se encontraba
a 105°C por 30 minutos; pasado este tiempo los tubos se sacaron y enfriaron a
temperatura ambiente, a cada tubo se le adicioné el reactivo A (metabisulfito de
sodio) y se agité por 30 segundos dejando reaccionar por 3 minutos, después se
adiciono el reactivo B (indicador) y se agité por 15 segundos, reaccionando por 2
minutos.

De los tubos tratados anteriormente se tomo6 2 mL y se depositaron en tubos que
contenian el reactivo C (acido cromotrépico), se invirtieron 10 veces, se dejaron
reposar por 5 minutos y se midié la absorbancia en el espectrofotometro protective
cover DR 2800.

El fundamento de esta prueba es una digestion con persulfato alcalino donde se
convierte todas las formas de nitrégeno en nitrato, posteriormente se afiade
metabisulfito de sodio después de la digestion para eliminar las interferencias de
oxido de halégeno. Nitrato luego reacciona con el acido cromotropico bajo fuerte
condiciones acidas para formar un color amarillo.
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4.7.2 Determinacion de Ortofosfato (Método 8114)

La determinacion de ortofosfato se realizé en el dia 0, 2, 4 y 7 del cultivo por el
meétodo 8114 HACH, empleando tubos de ensayo a los que se les adicion6 10 mL
de muestra previamente filtrada y 0,5 ml de reactivo vanado-molibdico, en el caso
del blanco se utiliz6 10 mL de agua destila, se homogenizé y dejo reaccionar por 7
minutos, pasado el tiempo, se midi6 la absorbancia en el espectrofotometro
protective cover DR 2800.

4.7.3 Determinacién del contenido de clorofila A

Se tom6 5 mL del cultivo y se centrifugé a 3600 rpm por 15 minutos, se descarto el
sobrenadante y se adicion6é 5 mL de metanol al 90%, posteriormente se agitaron
los tubos para resuspender el pellet y se llevaron a bafio maria a 70°C por 10
minutos, las muestras se dejaron enfriar a temperatura ambiente y luego se
refrigeraron a 4°C por 24 horas. Pasado este tiempo se centrifugd nuevamente en
las mismas condiciones y se recupero el sobrenadante.

Se realiz6 la lectura de cada una de las muestras a una densidad Optica de 665 y
750 nm empleando como blanco metanol al 90% (Amavizca, 2014). Este analisis
se realiz6 al final de cada tratamiento.

La concentracion de clorofila se calcul6 con la siguiente ecuacion:
Clorofila A (mg/L) = 13.9 * (D.Oges - D.O7s0) * =

Donde:

U: volumen final de metanol

V: volumen de la muestra

D.O ¢65: densidad 6ptica a 665nm
D.O 750: densidad 6ptica a 750nm
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5 CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES
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Mantenimiento del cultivo de Chlorella sp.

Montaje del disefio experimental
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Analisis de resultados

Informe final

Sustentacion
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Meses Diciembre

Tiempo de duracion Semana16 | Semana 17 | Semana 18
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Infamme final
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35




6 RESULTADOS

Para realizar el proceso de remocion de nitrégeno total y ortofosfato en aguas
residuales, se utilizd6 a Chlorella sp., debido a su facil cultivo y capacidad de
asimilar estos compuestos. Para esto se siguid la metodologia planteada,
presentando a continuacion los resultados obtenidos.

6.1 Determinacién de la biomasa microalgal

La biomasa microalgal posee un alto valor comercial, segin su composicion
quimica puede convertirse en fuente productora de fertilizantes, alimento para
animales, ademas se puede emplear en la industria quimica, biomedicina y
farmacologia (Andrade et al., 2009). Debido a los diferentes usos de la biomasa
microalga en este estudio se determind su concentracién en cada tratamiento, las
cuales se puede observar en la figura 3; estos datos, fueron obtenidos a partir de
la ecuacion derivada de la curva de calibracién (ver Anexo E).

450 H
400 A
350

300 —0—T1

—o—T2
o T3
—o—T4

250
200
150

Biomasa (mg/L)

100 A
50 H

Tiempo (Dias)

Figura 3. Biomasa de Chlorella sp en mg/L en los diferentes tratamientos (Fuente el
autor).

Los resultados muestran el comportamiento de Chlorella sp., en agua residual
durante los siete dias de cada tratamiento, en el cual se observo que la mayor
concentracion de biomasa obtenida, se presento en los tratamientos T1y T3.
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6.2 Monitoreo del pH, temperatura y porcentaje de saturacion de oxigeno en
los cultivos.

Factores como la temperatura, pH, porcentaje de saturacién de oxigeno entre
otros, influyen en el crecimiento de las microalgas, es por eso que en este estudio
se monitorean estos parametros bajos los cuales se desarrolla el cultivo
microalgal.

Tabla 6. Valores de temperatura, pH y porcentaje de saturacion de oxigeno
obtenidos en cada tratamiento.

Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3 Tratamiento 4

T(2€) pH (%)OD | T(2€) pH (%)OD| T(2C) pH  (%)OD | T(2€) pH (%)OD
1 25,85 10.00 99.0 22.89 10.09 97.7 2523 10.09 98.1 |21.32| 10.36 | 85.5
2 25.63 10.02 98.9 23.46 10.30 94.6 25.01 10.15 941 25.64| 9.81 | 89.7
3 2436 10.05 97.3 23.04 10.49 925 2497 10.16 93.0 19.12| 10.28 | 82.6
4 23.49 10.07 96.6 23.56 10.55 91.6 2451 10.18 91.6 22.64| 10.19 | 85.2
7 2453 10.08 95.2 21.66 10.35 90.5 2457 10.31 90.7 19.44| 10.39 | 83.7
(Fuente el autor)

En la tabla 6 se aprecian los valores de los diferentes paradmetros examinados a lo
largo de los siete dias de cultivo. Para la temperatura estos se encuentran en un
rango entre 19 y 25°C, para el pH entre 9.81 y 10.39, para el porcentaje de
saturacion de oxigeno un rango de 83.7 a 99.0.

En esta tabla también se aprecia que los datos del tratamiento 4, enmarcados en
rojo para el caso de la temperatura, fluctian considerablemente entre cada
medicién; asi mismo se destacan los valores del porcentaje de saturacion de
oxigeno (% OD).

6.3 Concentracion de nitrogeno y ortofosfato en el efluente tratado con
Chlorella sp.

Con el fin de evidenciar la capacidad de Chlorella sp., de remover el nitrogeno y
ortofosfato presentes en aguas residuales; se determiné la concentracion de estos
nutrientes en el agua residual del ramal 1 del CINVESTAV tratada con Chlorella

sp.
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Figura 4. Concentracion de nitrégeno total en mg/L en los diferentes tratamientos
(Fuente el autor).

En la figura 4 se muestra la concentraciéon de nitrégeno total en funcién del tiempo
durante 7 dias; donde se observa la disminucidn progresiva de las
concentraciones iniciales de nitrégeno total en las muestras estudiadas usando a
Chlorella sp. Contrastando con la legislacién vigente, las concentraciones finales
de nitr6geno total (ver Anexo F), obtenidas en los cuatro tratamientos se
encuentran dentro de los limites permitidos por la Norma Oficial Mexicana NOM-
001-ECOL-1996 para aguas residuales.
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Figura 5. Concentracion de ortofosfato en mg/L en los diferentes tratamientos
(Fuente el autor).
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La figura 5, muestra el comportamiento de la concentracion del ortofosfato a lo
largo de los 7 dias del estudio en los cuatro tratamientos realizados, donde se
observa una notable disminucion de las concentraciones iniciales de ortofosfato.
Se destaca que el tratamiento 2, presentd la concentracion final mas alta en este
estudio. Los valores empleados en la elaboracion de esta grafica se muestran en
el anexo F.

6.3.1 Unidades de reduccion de nitrogeno y ortofosfato

Las unidades de reduccion de nitrégeno y ortofosfato estimados y presentados en
la tabla 7, muestran una mayor remocion de nitrégeno y ortofosfato en el
tratamiento 4.

Tabla 7. Unidades de reduccion de nitrégeno y ortofosfato obtenidos en los
diferentes tratamientos.

Unidades en (mg/L) reducidas
Tratamiento
Nitr6égeno Total  Ortofosfato

1 50.5 4.45
2 50.5 3.9
3 36 4.05
4 66 6.4

(Fuente el autor)

6.4 Concentracion de clorofila A en Chlorella sp.

La clorofila posee un alto valor comercial, debido a que proporciona una amplia
gama de productos que son usados en la industria alimenticia, salud, medicina
humana y alimentacion animal (Hernandez y Labbé, 2014); recientemente en
investigaciones se destaca el uso de la clorofila en aplicaciones de nanofotonica
(Aalto University, 2013). Como resultado del proceso del tratamiento de aguas
residuales con Chlorella sp., se determind las concentraciones de clorofila A,
descritas a continuacion.
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Figura 6. Concentracion de clorofila A de Chlorella sp., obtenida en cada
tratamiento (Fuente el autor).

En la figura 6 se contempla la concentracion de clorofila A de Chlorella sp., al final
de cada tratamiento, notandose una mayor concentracion de este pigmento (ver
Anexo F), en el tratamiento 3.

6.5 Correlacién entre la concentracion de consumo de nutrientes y la
concentracion de productos obtenida.

La tabla 8 muestra que a mayor concentraciéon de nitrégeno y ortofosfato bajo
flujos de aire altos se obtiene una buena concentracion de clorofila A, por otro lado
a menor concentracion de estos nutrientes y flujos de aire bajo hay un mayor
rendimiento de clorofila A de Chlorella sp.
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Tabla 8. Correlacion entre el consumo de nitrégeno-ortofosfato y la concentracion
obtenida de biomasa-clorofila A.

Concentracién de Concentracion final

Tratamiento consumo (mg/L) (mg/L)

Nitrogeno Ortofosfato Biomasa Clorofila A

1 50.5 4.45 419.55 12

2 50.5 3.9 322.38 6.88
3 36 4.05 418.55 13.92
4 66 6.4 338.38 11.71

(Fuente el autor).
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7. DISCUSION

En el tratamiento de aguas residuales se ha implementado en gran medida el uso
de Chlorella sp (Wang et al.; 2013), debido a que es una microalga que presenta
una alta productividad y facil adaptacion en condiciones de laboratorio (Mora et al.,
2005). Los resultados obtenidos en los tratamientos realizados en este estudio
muestran que el tratamiento 1 llevado a cabo bajo un flujo de aire de 1.5 L/min y
una concentracion de indculo de 10%, presentd una concentracion de biomasa de
419.55 mg/L, una reducciéon de nitrogeno de 50.5 mg/L y de ortofosfato de 4.45
mg/L, finalmente una concentracion de clorofila A de 12 mg/L, resultados que
evidencian la influencia de bajos flujos de aire en el desarrollo y aumento de la
biomasa de Chlorella sp., debido a que en bajas tasas de aireacién se aumenta el
tiempo de retencion de gas, que conduce a un aumento de interfaz entre el CO, y
las células microalgales generando el uso de este gas por las microalgas (Fan et
al. 2007), asi como un mayor aprovechamiento de los nutrientes y de la luz. En
cuanto a la remocion de nutrientes obtenida en este tratamiento este proceso se
vio influenciado por la concentracion inicial de nutrientes y la disponibilidad de los
mismos, ademas de factores fisicos tales como la intensidad de luz, la
temperatura y el flujo de aire (Abdel et al., 2012), bajo los cuales se desarroll6 este
tratamiento, favoreciendo el crecimiento de Chlorella sp., y por ende una buena
absorcion de nitrégeno y ortofosfato, lo cual concuerda con Abdel et al. (2012)
quienes afirman que a mayor crecimiento microalgal, se aumenta la eficiencia en
la eliminacion de nutrientes por parte de las mismas, finalmente el contenido de
clorofila se vio afectado por la densidad celular.

En cuanto al tratamiento 2 realizado bajo un flujo de aire de 2.5 L/min y una
concentracion de in6culo del 30% present6 una baja concentracion de biomasa de
322.38 mg/L, una reduccion de nitrégeno de 50.5 mg/L y de ortofosfato 3.9 mg/L,
ademas, de una concentracion de clorofila A de 6.88 mg/L. Estos resultados se
deben al alto flujo de aire empleado en este ensayo, el cual genera una mayor
turbulencia que ocasiona dafio celular por el aumento en la velocidad superficial
del gas, provocando una disminucion en la concentraciéon de biomasa obtenida.
Por otro lado en este tratamiento se obtuvo una baja remocion de ortofosfato que
se puede atribuir a la acumulacién de fésforo intracelular realizado por Chlorella
sp., resultado que concuerda con lo reportado por Hernandez. (2004) quien
atribuye la baja remocion de fésforo a una acumulacion de este nutriente a nivel
intracelular, por otra parte este tratamiento estuvo sometido a condiciones de
estrés, como el estrés mecanico generado por el flujo de aire alto, que redujo el
contenido de clorofila en la biomasa microalgal segun lo informado por Markou y
Nerantzis (2013).

42



Por otro lado el tratamiento 3 realizado bajo un flujo de aire de 1.5 L/min y una
concentracion de indculo de 30% presentd una buena concentracion de biomasa
de 418.55 mg/L, una reduccién de 36 mg/L de nitrégeno y de 4.05 mg/L de
ortofosfato, una concentracién de clorofila A de 13.92 mg/L. Estos resultados se
pueden atribuir al nivel de flujo de aire empleado en este tratamiento que influyd
positivamente en el desarrollo de Chlorella sp., debido a que en bajas tasas de
aireacion se generan burbujas de mayor tamafio que minimiza el dafio por
cizallamiento a las células, optimiza la transferencia de masa y produce un mejor
crecimiento de Chlorella sp. La buena concentracion de clorofila A esta
relacionada con la alta concentracion de microalgas obtenida, debido a que mayor
concentracion de células se obtiene mayor concentracion de clorofila, a esto se
suma lo afirmado por Halim y Danquah (2013), dénde el contenido de clorofila, va
a estar influenciado por la especie de microalga, su ciclo de vida y las condiciones
de cultivo asi como la composicion del medio, la disponibilidad de nutrientes,
temperatura, intensidad de iluminacion, relacién del ciclo luz/oscuridad y la tasa de
aireacion.

Por dltimo el tratamiento 4 realizado bajo un flujo de aire de 2.5 L/min y una
concentracion de 30% presentd una baja concentracion de biomasa de 338.38
mg/L, una reduccion de 66 mg/L de nitrogeno y de 6.4 mg/L de ortofosfato, y
finalmente una concentracion de clorofila A de 11.71 mg/L, lo cual indica que altos
flujos de aire disminuyen el crecimiento de Chlorella sp., debido al dafio celular
provocado por el esfuerzo de corte generado en este flujo de aire. En cuanto a la
remocién de nutrientes, para este tratamiento se obtuvo una buena reduccion de
la concentracién inicial de nitrégeno y ortofosfato, debido a la influencia de
diferentes factores como el pH, la intensidad de luz y la concentracion de
nutrientes, los cuales favorecieron el proceso de absorcién realizado por Chlorella
sp., Y la consecuente generacion de una buena concentracion de clorofila A.

Con respecto a los pardmetros monitoreados en este estudio como la temperatura,
pH y porcentaje de saturacion de oxigeno; los tratamientos T1 y T3 presentaron
una temperatura promedio de =24°C (= 0.75), mientras que los tratamientos T2 y
T4 mostraron valores de 22.92 y 21.63°C respectivamente, siendo estas Ultimas
las temperaturas mas bajas de los cuatro tratamientos. Este factor pudo influenciar
la concentracion de biomasa microalgal en los tratamientos T2 y T4, debido a que
el proceso de division celular y el incremento en el volumen celular de las
microalgas dependen de la intensidad de luz y la temperatura a la cual se exponga
a la microalga (Amavizca, 2014); donde las mayores densidades celulares de
Chlorella sp., se obtuvieron en temperaturas de 25-30°C segun estudios
realizados por Mora et al. (2005) e Infante et al. (2012). Cabe resaltar que el
proceso de division celular se da en horas de la noche, tiempo en el cual se
presenta un descenso de las temperaturas que ralentiza el proceso de division
celular y afecta la concentracion de biomasa obtenida.
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El pH de los tratamientos T1, T2 y T3 se mantuvo constante en 10 a lo largo de los
siete dias de cultivo, por otro lado los valores de pH obtenidos en el tratamiento
T4, fluctuaron entre 9.81 y 10.39, presentandose en el dia 2 el valor mas bajo; sin
embargo los dias posteriores el pH se estabilizé sobre 10 hasta culminado el
ensayo. Tang et al. (2011) afirman que estos valores de pH se deben a que la
actividad fotosintética realizada por las microalgas, genera un efecto sobre el
equilibrio de especies carbonatadas en el agua, reduciendo la concentracion de
protones H*, causando el incremento del pH; en cultivos de alto rendimiento su
efecto es lo suficientemente potente como para superar la capacidad de
neutralizacion de agentes tampon exdgenos, por otra parte Ramirez y Fernandez.
(2015); afirman que la alcalinidad del medio se da por la absorcion ionica del
medio y la bioquimica metabodlica de la célula. Este factor es muy importante
puesto que afecta la regulacion de la biomasa, la tasa de fotosintesis, la
disponibilidad de fosforo para las microalgas y la competencia con otras especies
(Ramirez y Fernadndez, 2015).

La disponibilidad de oxigeno en el medio de cultivo mostro valores entre 90.5 — 99.
0 % en los tratamientos T1, T2 y T3, mientras que el tratamiento T4 mostrd valores
mas bajos entre 82,6 - 89,7%, estas concentraciones de oxigeno en el medio
estan dadas por el proceso fotosintético realizado por las microalgas, debido a que
a partir del CO, y luz del ambiente producen en el medio O,, que afecta la
productividad microalgal si se encuentra en niveles de saturacion > 200%
(Hernandez y Labbé, 2014), debido a que a una radiacion de luz adecuada se
forman radicales libres téxicos para las células (Malgas, 2013).Segun lo anterior y
con base en los niveles de oxigeno obtenidos en cada tratamiento, este parametro
no influyo en la concentracion de biomasa producida en los tratamientos 1-4,
debido a que los porcentajes de oxigeno disuelto en el medio estan por debajo del
nivel de saturacion.

Los resultados obtenidos en este trabajo, donde se evalué la influencia de la
aireacion y la concentracién de indculo inicial sobre la remocion de nitrdgeno y
ortofosfato, produccion de biomasa y clorofila A, evidencié que un flujo de aire
menor (1.5 L/min) influye de forma directa y positiva sobre la productividad de
Chlorella sp., dado que se obtiene mayores concentraciones de biomasa
(T1:419.55 mg/L), asi como en gran medida la remocién de nitrégeno y ortofosfato
(T1:50.5 mg/L- 4.45 mg/L) en el medio evaluado.

De este estudio se sugiere que el flujo del aire, condicioné independientemente del
in6culo, el desarrollo y la productividad de Chlorella sp., afectando un parametro
importante como la temperatura “factor no controlado” que promueve u optimiza el
crecimiento y productividad, ya que lo obtenido mostré que entre mas cerca de la
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temperatura optima (25-30°C) Mora et al. (2005) e Infante et al. (2012), se ven
mejores respuestas que al estar la temperatura por debajo de la 6ptima; ademas
esta indicé que puede ser un condicionante a la hora de producir biomasa, reducir
el nitrogeno, ortofosfato; asi como en la produccion de clorofila A por Chlorella sp.;
dado que los cambios en la temperatura también pueden causar alteraciones en
muchas de las rutas metabdlicas, incluyendo la biosintesis de los carotenoides, asi
como cambios en la eficiencia de absorcion asociada a una variacion en el tamafio
celular y alteracion en pigmentos fotosintéticos relacionado con la temperatura, el
cual tiene una tendencia general de aumentar la clorofila A a temperaturas
elevadas hasta los niveles 6ptimos en cada especie de microalgas (Hu, 2013).

Se debe tener en cuenta que la luz y el control de la temperatura son importantes
para el crecimiento de algas Brand et al., (2013), en temperaturas no optimas, se
requiere mas carbono y nutrientes para producir una célula, en la misma tasa de
crecimiento; asi también, las bajas temperaturas inducen la acumulacién celular
de polioles y aminoacidos o derivados de aminoacidos como solutos compatibles,
que podrian contribuir a la sensibilidad o tolerancia de microalgas a la refrigeracion
(Hu, 2013).

Cabe resaltar que el flujo de aire en este estudio influyo en las variables de
respuesta evaluadas debido a que segun Contreras et al. (2003), afirman que a
niveles mayores de turbulencia, el crecimiento microalgal se ve disminuido
drasticamente, debido al aumento en la velocidad superficial del gas que causa un
posible dafio celular producido por el esfuerzo de corte. Se conoce que el exceso
en la agitacion mecanica es causa de turbulencia, que puede originar dafios
permanentes en la estructura celular afectando el crecimiento y la produccion de
metabolitos. Adicionalmente en los sistemas airlift, el mayor aporte de energia y
por consiguiente la mayor fuente de cizallamiento, son las velocidades creadas por
la entrada neumética del gas en la columna de elevacion; altas velocidades en el
burbujeo y la disminucién del tamafio de las burbujas, han demostrado reducir el
crecimiento celular (Falinski, 2009).
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8 CONCLUSIONES

La produccién de biomasa se vio influenciada por altos flujos de aire y bajas
temperaturas, que ocasionan estrés sobre el crecimiento de Chlorella sp,
evidenciado en una menor concentracion final de biomasa obtenida.

Una condicion que favorecio el crecimiento de Chlorella sp., fue el flujo de aire a
1.5 L/min donde se generan burbujas de mayor tamafio que minimizan el dafio
celular resultando en una mayor concentracion de biomasa, sin embargo no se
observo influencia de la concentracion del indculo en la concentracion final de
biomasa obtenida.

Los mejores resultados se observaron en el tratamiento 4, en el cual se obtuvo
altas unidades de reduccion de nitrogeno y ortofosfato de 66 mg/L y 6.4 mg/L
respectivamente, asi como buen rendimiento de clorofila A con una concentracién
de 11.71 mgl/L.

El rendimiento de clorofila A por parte Chlorella sp., se ve influenciado por la
concentracion de nutrientes presentes en el medio de cultivo, asi como por la
concentracion de biomasa obtenida debido a que a mayor concentracion de
nitrégeno y ortofosfato hay mayor crecimiento de Chlorella sp., y por ende se
obtiene una mayor concentracién de clorofila.
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9 RECOMENDACIONES

Realizar replicas de cada tratamiento ejecutado en este estudio con el fin de
demostrar la reproducibilidad de los tratamientos y proporcionar seguridad en los
resultados.

Emplear una misma muestra de agua residual para realizar todos los tratamientos
del disefio experimental.

Ajustar a una misma densidad celular el in6culo empleado en cada tratamiento,
con el fin de que todos los tratamientos inicien con una misma concentracion
celular.

Evaluar otras variables como el pH y la temperatura con el fin de evidenciar la
variable con mayor influencia en el proceso de remocién de nitrégeno y
ortofosfato.
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10 GLOSARIO

Aguas residuales: son aguas provenientes de las descargas de usos
municipales, industriales, comerciales, agricolas, pecuarios, domeésticos en
general de cualquier otro uso, asi como la mezcla de ellas. Compuestas por
contaminantes organicos e inorganicos, tanto en suspension como disueltos,
materia fecal de humanos o de animales y microorganismos patégenos.

Contaminantes: son aquellos compuestos que se presentan en las descargas de
aguas residuales y que pueden ser removidos o0 estabilizados mediante
tratamientos convencionales. Un ejemplo de estos son los aceites, materia
flotante, sélidos sedimentables, sélidos suspendidos totales, demanda bioquimica
de oxigeno y fésforo total.

Coproductos: son los productos principales de un proceso, también reciben el
nombre de productos primarios, productos principales o productos conjuntos. No
necesariamente tienen que ser productos por completo distintos; se puede incluir a
los productos similares de calidad diferente que resultan de un mismo proceso.

Cuerpo receptor: son corrientes, depdsitos naturales de agua, presas, causes,
zonas marinas o bienes nacionales donde se descargan aguas residuales, asi
como los terrenos en donde se infiltran o inyectan dichas aguas.

Dehiscencia: apertura, por lo general espontdnea, de una estructura o parte de
un érgano.

Eutrofizacion: es el aumento de nutrientes en el agua, especialmente de los
compuestos de nitrégeno o de fésforo, que provoca un crecimiento acelerado de
algas y especies vegetales superiores; ocasionando trastornos no deseados en el
equilibrio entre los organismos presentes en el agua y en la calidad del agua a la
que afecta. Representando una amenaza grave a largo plazo para la salud y el
funcionamiento de los ecosistemas hidricos de todo el mundo.

Ficorremediacion: es una biotecnologia que emplea macroalgas o microalgas
para la remocion o biotransformacién de contaminantes presentes en el agua, se
basa en la capacidad de dichos organismos fotosintéticos para metabolizar
nitrogeno, fésforo, varios acidos organicos y metales pesados. Se considera una
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biotecnologia ambiental pertinente ya que contribuye al uso sustentable de los
recursos naturales con un impacto positivo en el ambiente.

Fosforo: es un nutriente esencial para el crecimiento de los organismos ya que
satisface los requerimientos de fésforo de todos los organismos y se necesita en
niveles mucho mas bajos que el nitrégeno. Las formas en que se puede encontrar
en las aguas residuales son ortofosfato, polifosfato y fosfato organico. Al igual que
el nitrégeno es responsable de la produccion de procesos de eutrofizacion.

Fotobiorreactor: es un sistema desarrollado para la produccion de
microorganismos fotosintéticos que impiden que el cultivo tenga contacto con el
aire atmosférico. Se construyen de materiales transparentes como vidrio y
policarbonato con el fin de permitir el paso de la radiacion luminica necesaria para
los procesos fotosintéticos que se dan en su interior. Pueden ser disefiados para
gue su iluminacion sea por métodos artificiales, luz solar, o por ambas.

Microalgas: son organismos microscopicos con dos tipos de estructura celular
(procariotas y eucariotas), se encuentran en ambientes marinos o de agua dulce,
pueden ser fotoautétrofos para lo cual solo requieren de la presencia de luz y CO2
para multiplicarse, o en el otro extremo, pueden ser heterétrofas, requiriendo de
compuestos organicos mas complejos para su nutricibn. Sin embargo, se ha
identificado una gama amplia de combinaciones de estas modalidades de
supervivencia, ya que existen microalgas fotoheterétrofas (requieren de luz y de la
presencia de compuestos organicos) y mixotrofas (pueden crecer indistintamente
en forma autétrofa o heterétrofa, dependiendo de las condiciones del medio
ambiente).

Nitrégeno: es un nutriente esencial para el crecimiento de los organismos, su
limitacion puede producir cambios en la composicion bioguimica de los
organismos y reducir sus tasas de crecimiento; en altas concentraciones el
nitrégeno es un contribuyente especial para el agotamiento del oxigeno y la
eutrofizacion de las aguas receptoras. El nitrégeno total estd compuesto por
nitrégeno amoniacal, nitritos, nitratos y nitrdgeno organico.

Recurso hidrico: sistema geograficamente definido, del cual forman parte las
aguas superficiales y subterraneas, junto con todas sus caracteristicas fisicas,
guimicas y bioldgicas.
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Stripping por aire: proceso de transferencia de masa que aumenta la
volatilizacion de los compuestos presentes en el agua, se produce mediante la
inyeccion de aire a través del agua mejorando asi la transferencia de masa entre
las fases aire y agua.

Subproductos: producto incidental que resulta del proceso de elaboracion,
fabricacion o extraccién de un producto principal. Estos pueden venderse en el
mismo estado en el que se produjeron inicialmente o someterse a procesamiento
adicional antes de venderlos.
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ANEXOS

Anexo A. Medio de cultivo BG-11.

BG 11 Medium
(Medium BG 11 for Cyanobacteria)
Composition per liter:

2 Y 10.0g
1 L SN 1.5g
N o L U 0.075g
N 1 0.04g
L L = 0.036g
T . 0.02g
L T . 6.0mg
Ferric ammonium CItrate. ... ... e snsaanneas 6.0mg
EDTA disodium salt..........ccooviiiiiiiiiimiinrnnssss s snsss s ssnsmssasnnns 1.0mg
Trace metal MIX AS . s s e e 1.0mL

pH 7.1 £ 0.2 at 25°C

Trace Metal Mix AS:
Composition per liter:

HABO oot e neennns 2,808
MNC Ty AHO oot 1.81g
NasMOO L 2H O oot ee e s s enes e seenens 0.39¢g
ZNSOLTHSO (i, 0,222
@@ YR € X o L 0.079g
(10 2 TR0 & X o TR 0.049g

Figura 7. Composicion del medio de cultivo BG-11 (Atlas, 2010).

Preparacion de mezcla de metales traza
En un erlenmeyer con un 1L de agua destilada se adicionan los componentes y
se homogenizan.

Preparacién de medio

Los componentes se adicionaron y mezclaron en 1L de agua destilada, la solucion
se llevo a ebullicion y posteriormente autoclavo durante 15 min a 15 psi de presion
y 121 °C.

Nota: a este medio no se le adicion6 agar.

58



Anexo B. Caracteristicas del agua residual

Tabla 9. Caracteristicas fisicoquimicas del agua residual empleada en este

estudio (Sanchez, 2015).

Caracteristica

DQO Total

DQO Soluble

Fésforo Total

Nitrdgeno Total

Solidos sedimentables
Solidos totales

Solidos totales volatiles
Solidos suspendidos totales
Solidos suspendidos volatiles
pH

Conductividad eléctrica
Cuenta Bacteriana (24h)

Anexo C. Resultados de la observacion
Chlorella sp.

Valor
343.33+£8.82mg /L
280+17.64 mg /L
9.60+0.83mg /L
95.33 + 4.04 mg/L
0.2 mL/L
1146.67 £ 38.97 mg/L
264.17 + 22.17 mg/L
70.92 + 3.44 mg/L
5.42 +5.42 mg/L
7.5
1.658 + 0.206 ms/cm

6.3 x 10° UFC/mlI

microscoépica del efluente tratado con

Figura 8. Observaciéon microscépica de Chlorella sp., presente en el efluente del

fotobiorreactor airlift (Fuente el autor).
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Anexo D. Resultados del crecimiento de Chlorella sp., en el fotobiorreactor airlift.

Figura 9. Crecimiento de Chlorella sp., en aguas residuales procedentes del ramal
1 del CINVESTAV (A. dia 0 de crecimiento, B. dia 7 de crecimiento) (Fuente el autor).

Anexo E. Resultados de las determinaciones de peso seco y densidad éptica de
Chlorella sp.

1,800 -
1,600 A
y=0,006x-0,492 ®
1,400 - R2=0,953 .
1,200 - L
1,000 | e

0,800 -

Absorbancia

0,600
0,400 -
0,200 -

0,000 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300

Biomasa (mg/L)

Figura 10. Curva de calibracion del crecimiento de Chlorella sp., y ecuacion de la
recta (Fuente el autor).
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Anexo E. Resultados de las determinaciones de peso seco y densidad éptica de
Chlorella sp. (continuacién)

Tabla 10. Valores de peso seco y densidad Optica empleados en la elaboracién de
la curva de calibracion.

Peso seco (mg/L) Densidad optica
97.436 0.261
127.5 0.314

135.897 0.316
142.857 0.524
164.865 0.732
184 0.749
236.842 0.998
285 1.537

(Fuente el autor).

Tabla 11. Biomasa obtenida en los dias 0, 2, 4, 7 de cada tratamiento.

i Biomasa mg/L
bia Tratamiento 1 | Tratamiento 2 | Tratamiento 3 | Tratamiento 4
0 134.33 134.55 179.94 204
2 187.11 125.5 211,33 182.88
4 394.11 206.66 375.44 248.5
7 419.55 322.38 418.55 338.38

(Fuente el autor).

Anexo F. Resultados de las determinaciones analiticas de los diferentes
tratamientos.

Tabla 12. Valores de nitrégeno total y ortofosfato en mg/L, obtenidos en los dias 0,
2, 4y 7 de cada tratamiento.

b Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3 Tratamiento 4
ia
e (mgiL) | o o s (ot | 21 S gt |70 O I mny | T O
0 50.5 5.55 52 5.45 37 495 105 7.7
2 295 3 41 4.2 235 2.55 725 47
4 0.5 09 6 2.35 25 0.85 515 3.2
7 0 1.1 15 1.55 1 0.9 39 1.3

(Fuente el autor).
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Tabla 13. Concentracion de clorofila A obtenida al final de cada tratamiento.

Clorofila A (mg/L)
Dia
Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3 Tratamiento 4
7 12 6.88 13.92 11.71

(Fuente el autor).

Anexo G. Ecuaciones utilizadas para hallar peso seco, concentracion de biomasa
microalgal, concentracion de consumo de nitrégeno y ortofosfato.

1. Peso seco

Peso seco (mg /L) = (Pf; Pi) . (1000 mL) . (1000 mg)

1L 1g
Pr: peso final

Pi: peso inicial

V: volumen filtrado

2. Concentracion de biomasa microalgal

D.0.+0. 4-92)

Biomasa(mg/L) = ( 0.006

D.0.: densidad optica

3. Concentracion de consumo de nitrogeno en (mg/L)
(mg/L)Consumo de nitrégeno = [Ni] — [Nf]

[NiJ: concentracion de Nitrégeno inicial
[N: concentracion de Nitrégeno final
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4. Concentracién de consumo de ortofosfato en (mg/L)
(mg/L) Consumo de ortofosfato = [Pi] — [Pf]

[Pi]: concentracion de ortofosfato inicial
[P4]: concentracion de ortofosfato final
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