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RESUMEN

La generacién y descarga de aguas residuales son de gran preocupacion mundial,
especialmente en paises en vias de desarrollo como Ecuador donde la mayoria de las aguas
residuales no son tratadas y son descargadas en cuerpos de agua, causando problemas en el
ecosistema y en la salud publica. El objetivo de este proyecto de investigacion fue evaluar la
factibilidad de utilizar microalgas locales para la recuperacion de nitrégeno y fosforo en
bioensayos batch con agua residual sintética. Se montaron bioensayos utilizando una receta
de agua residual sintética para evaluar los efectos de la aireacion y la aireacion forzada y de la
variacion de la concentracion inicial de NH;"-N en la eficiencia de remocion de nitrogeno y
fosforo de un consorcio microalgal. Los experimentos se realizaron a temperatura ambiente
con fotoperiodos de 12 horas de luz artificial. Adicionalmente, se realizd una curva de
calibracion que relaciona la densidad celular obtenida a través del conteo con la camara de
Neubauer y la densidad optica con un R?= 0.996. Los resultados obtenidos mostraron efectos
negativos al utilizar aireacion forzada, con eficiencias de remocion de 53% vs 57% -NH;*-N
y 74% vs 9%- PO,>-P, y de produccion de 87% vs 37% NO3-N con aireacién vs aireacion
forazada, respectivamente. Respecto a la variacion de la concentracion inicial de NH;"-N, las
eficiencias de remocion para NH,"-N y PO,>-P fueron 53, 48 y 57% y 74, 16 y 31%,
respectivamente para concentraciones iniciales de NH;"-N de 86.81 (100%), 43.41 (50%), y
21.70 (25%) mg L; siendo la concentracién inicial de NH,"-N del 100% la éptima para
satisfacer el requerimiento de nitrdgeno de las microalgas y asi demostrar su capacidad de
remocion de nutrientes dentro de un tratamiento de aguas residuales.

Palabras claves: microalgas, aguas residuales, remocion, amonio, nitrato, fosforo, aireacion,
concentracion, tratamiento.



ABSTRACT

The generation and discharge of wastewater are of great concern worldwide, specially in
developing countries such as Ecuador where the majority of domestic wastewater are not
treated and are downloaded in bodies of water, causing problems in the balance of ecosystems
and public health. The objective of this project is to evaluate the feasibility of using local
microalgae in order to the recover nitrogen and phosphorus in bioassays batches with
synthetic wastewater. Bioassays batches were mounted using a recipe of synthetic waste
water to evaluate the effects of forced aeration and the change of initial concentration of
NH,*-N in the removal efficiency of nitrogen and phosphorus in local microalgae culture. The
experiments weremantained at ambient temperature with fotoperiodos of 12 hours of artificial
light. Additionally, a calibration curve was performed and it relates two methods for the
determination of the cell density: the count with the Neubauer chamber, and the optical
density of the cultivation algal. Both methods achieved a curve fitting of R? = 0.996. The
results obtained concerning the bioassays showed negative effects by the use of forced
aeration, with removal efficiencies of 53% vs. 57%-NH,"-N and 74% vs. 9%-PO,*-P, and
production of NO3;-N of 87% vs.37% for aireation and forced aireation, respectively.
Regarding the variation of the concentration initial of NH,"-N, their removal efficiencies for
NH4*-N and PO,*-P were 53, 48 and 57% and 74, 16 and 31%, respectively for an NH;*-N
initial concentration of 86.81 (100%), 43.41 (50%), and 21.70 (25%) mg L™, being the initial
concentration of NH;*-N of 100% the ideal one to satisfy the request of nitrogen of the
microalgae and in this way raise its removal capacity inside a wastewater treatment.

Words key: microalgae, water waste, removal, ammonium, nitrate, phosphorus, aeration,
concentration, treatment.
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1 Introduccién

En los dltimos 200 afios, la poblacion mundial ha crecido exponencialmente,
estimando un ritmo de crecimiento de unos 80 millones de personas al afio (United Nation
Water-UNESCO, 2015). Dicho crecimiento demogréafico, marcado por la urbanizacion, la
industrializacion y el aumento de la produccion y el consumo han generado una demanda de
agua dulce cada vez mayor. Cada afio se consumen 990 millones de m*® de agua que son
utilizados con propositos industriales, domésticos y agricolas. Se estima que el 20% de los
acuiferos mundiales esta siendo sobreexplotado para abastecer la demanda actual (Gleeson,
Wada, Bierkens, & van Beek, 2012), lo que ha provocado problemas graves, como el
hundimiento del suelo y la intrusién de agua salada en los acuiferos costeros (United Nation
Water-UNESCO, 2015).

Del mismo modo, la disponibilidad de agua enfrenta una contaminacion inminente por
los diferentes usos de la misma. La utilizacion de agua para las actividades humanas diarias
hacen de este recurso uno de los mas demandados alrededor del mundo, en especial en el area
urbana (Cosgrove & Rijsberman, 2014). Se estima que para el 2050, la demanda mundial de
agua aumentara un 55%, dado al inminente crecimiento demografico en las zonas urbanas de
los paises en vias de desarrollo (OECD, 2012).

Por otro lado, el sector agricola es el area donde mas agua es utilizada. Se estima que
aproximadamente el 70% de todas las extracciones de agua dulce a nivel mundial son
destinadas para esta actividad (WWAP , 2014) y el 43% de las aguas subterraneas que
abastecen de agua potable también son destinadas para la misma (FAO AQUASTAT, 2010).
Una mala administracion y los ineficientes métodos de cultivo hacen que los acuiferos
decrezcan y haya una degradacion de los habitats silvestres, dando como consecuencia la
salinizacion del 20% de la superficie mundial de tierras de regadio (FAO, 2011). Toda el agua

utilizada para cada actividad humana termina, en su mayoria, como aguas residuales, las
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cuales son una fuente de contaminacion para los ecosistemas acuaticos por su contenido de
patdgenos, compuestos organicos, productos quimicos, nutrientes y metales pesados ( Hena ,
Fatimah , & Tabassum, 2015). Ademas, las descargas de efluentes no tratados ha provocado,
en su gran mayoria, la eutrofizacion de las aguas superficiales y las zonas costeras debido a
que mas de la mitad de los rios del mundo han sido seriamente contaminados con estas
descargas, causando una acumulacion de nutrientes afectando altamente su calidad y
provocando la reduccion de fuentes limpias de agua, y problemas en ambitos de seguridad
alimentaria, medioambiente y la salud publica (SASI Group & Mark Newman, 2006).

La mala gestion ambiental de estas aguas residuales expone a la poblacién mundial a
problemas salud que derivan a un retraso en el desarrollo y a un aumento de la pobreza debido
a perdidas laborales. En todo el mundo, casi 900 millones personas todavia no tienen acceso
a agua potable y unos 2.6 billones, casi la mitad de la poblacion de los paises en desarrollo no
tiene acceso a un saneamiento adecuado (Corcoran, Nellemann, R., Bos, & Savelli, 2010).
Como consecuencia, al menos 1.8 millones menores de 5 afios de edad mueren cada afio
debido al agua; asimismo, unas 2.2 millones de personas mueren cada afio por enfermedades
diarreicas (Corcoran, Nellemann, R., Bos, & Savelli, 2010).

En paises en vias de desarrollo, como es Ecuador, este problema es mas evidente; mas
del 90% de las aguas residuales producidas tienen como destino final rios, lagos y zonas
costeras de alta productividad (UN-Water, 2014). Por ejemplo, en Quito, Ecuador, se estima
que la ciudad genera 6500 Ls™ por dia de aguas residuales, no hay ninguna planta de
tratamiento para las mismas (Business News Americas, 2015). Estas aguas suelen verterse en
los cuatro principales rios de la ciudad: Machangara, Monjas, San Pedro y Guayllabamba. La
recuperacion de estos rios es dificil debido a sus estrechas cuencas y la alta concentracion de
contaminantes (EI Comercio, 2010). Actualmente, gracias a los esfuerzos municipales se esta

construyendo una planta de tratamiento de aguas residuales en el sur de la ciudad en el sector
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de Quitumbe. Este proyecto esta dirigido a tratar las aguas residuales generadas y depositadas
en las 7 corrientes del sector; entre ellas los arroyos Ortega, Monjas y Calicanto. Esta planta
tratara 100 L s™ por dia equivalente al 2 % de los efluentes generados (El Telégrafo, 2014).

Lo que busca los sistemas de tratamiento de aguas residuales es garantizar la
eliminacién de la carga de los contaminantes segun los requerimientos establecido por la
legislacion. Entre los contaminantes que se pretenden remover estan: sustancias inorganicas,
solidos suspendidos, trazas de metales pesados, DBO, sustancias organicas
(detergentes/pesticidas), microorganismos patdgenos, nitrégeno y fdsforo. El tipo de
tratamiento utilizado dependera, principalmente, de la concentracion del contaminante y el
caudal del efluente (Lopez Valencia, 2013).

Generalmente, las aguas residuales domesticas pasan por un tratamiento primario que
busca eliminar mediante sedimentacion, aquellas particulas que pueden afectar los procesos
subsiguientes. Se estima que alrededor de un 60% de los solidos volatiles son removidos del
agua residual, asi como un 40% aproximado del DBO. Al término de este proceso, el agua
pasa por otro tratamiento, el secundario, que procura reducir la carga de contaminacion
organica. En este proceso se emplea principalmente procesos fisicos y quimicos, tales como la
filtracion, aunque también se suele utilizar procesos bioldgicos que involucran
microorganismos como las bacterias.

Sin embargo, pese a que las aguas residuales domésticas reciben un tratamiento
primario y secundario, estas pueden seguir teniendo grandes cantidades de fosforo y nitrogeno,
que causan la eutrofizacion de rios, lagos y océano (Zhang, et al., 2012). Esto quiere decir que
hay un incremento en el crecimiento de plantas acuéaticas que originan problemas en la calidad
del agua; comienza a existir un decaimiento en la poblacion de peces por falta de comida y un
incremento en la turbidez y reduccion de la visibilidad debido al crecimiento excesivo de

fitoplancton (Abdelaziz, Leite, Belhaj, & Hallenbeck, 2014). Debido a este fendmeno, se han
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desarrollado métodos fisicos, quimicos y biologicos para la eliminacion de nutrientes. Entre
estos, el uso de microalgas ha demostrado ser una gran alternativa para disminuir los niveles
de metales, nitratos y fosfatos (Zahra Mennaa, Arbib, & Perales, 2015).

Las microalgas son un grupo de microorganismos fotosintéticos que tienen 1-50 um de
diametro y se encuentran en fuentes de agua dulce y salada. Estos microorganismos estan
involucrados en diversas actividades de balance ecoldgico para el control de polucion en el
medio ambiente. No solo actdan como removedores de gases del efecto invernadero situados
en la atmosfera, pero también pueden ser utilizados para el tratamiento de aguas contaminadas
(Jyoti Prakash, Jochen, Chien-Yen, & Prosun, 2014). Esto se debe a que sus procesos
metabolicos de microalgas implican mecanismos de recoleccion, adquisicion de carbono
mediante la fotosintesis, asimilacion de nitrégeno (N) y fosforo (P) como la formacion de
metabolitos secundarios Unicos utilizado para diferentes aplicaciones (Zhou, 2014). Por esta
razon, microalgas no sélo eliminan estos nutrientes del agua, también reciclan el nitrégeno y
el fosfato para la produccion de nueva biomasa, que podria ser utilizado como una fuente de
energia en forma de biocombustible (Beuckels, Smolders, & Muylaert, 2015).

Para lograr su cometido, las microalgas requieren condiciones de cultivos ideales para
asi mejorar su tasa de crecimiento y la efectividad en su actividad metabdlica. Esto dependera
de parametros primordiales como luz, pH, temperatura y nutrientes. El nitrégeno y el fosforo
son nutrientes ideales para el crecimiento de microalgas ya que requieren N y P para producir
nueva biomasa. Segun Beuckels y otros, la concentracion de estos nutrientes en aguas
residuales se encuentra entre 15 a 90 mg L™ para el N y entre 4 a 20 mg L™ para el P
(Beuckels, Smolders, & Muylaert, 2015). Shen y colaboradores en su estudio
“Characterization of a microalga Chlorella sp. well adapted to highly concentrated
municipal wastewater for nutrient removal and biodiesel production”, lograron remover el

90% de nitrogeno y fdsforo gracias al uso de las microalgas (Shen, y otros, 2015). Del mismo
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modo, en el estudio “Ammonia- nitrogen and orthophosphate removal by immobilized
Chlorella sp. Isolated from municipal wastewater for potential use in tertiary treatment”, se
reportd una remocién de NH,*-N del 81-98.9% y de PO,> P del 77.4% y 100% usando el
género de microalgas Chlorella sp. (Endong , y otros, 2012). Otro estudio similar, también
demuestra como en condiciones batch, las microalgas puede remover el N y P del agua
residual utilizada en un 89.1 y 80.9% (L1, y otros, 2011).

Entre las especies de algas mas utilizadas para este tipo de tratamiento se encuentra
Chlorella. Estas microalgas han probado su habilidad en la remocion de nitrégeno, fosforo y
la demanda quimica de oxigeno (COD), con diferentes tiempos de retencion que van desde 10
h hasta 42 dias; ya sea, en presencia de bacterias 0 no, estas han mostrado tener un gran
potencial para reemplazar el proceso de lodos activados dentro de tratamientos secundarios o
terciarios, debido a su eficaz manera de reducir la concentracion de nutrientes y por la
produccién de biomasa (Liang, y otros, 2010).

En general, las microalgas brindan una alternativa rentable tanto econémica como
ecologica para esta problematica, dado posee los costos operacionales y de energia bajas,
comparados con tratamientos quimicos que son mas costoso para este tipo de agua; asimismo
este proceso no requiere la adicion de productos quimicos o componentes agresivos (Zahra
Mennaa, Arbib, & Perales, 2015), representando un recurso energético sostenible con

beneficios ambientales.
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2 Objetivos

Evaluar la factibilidad de utilizar microalgas locales para la recuperacion de nitrégeno y

fosforo en bioensayos batch con agua residual sintética.

2.1 Objetivos Especificos

a. Generar una curva de calibracion entre la densidad celular determinada por el método
de conteo con la camara de Neubauer, y la densidad Optica del cultivo de microalgas.

b. Evaluar el efecto de la aireacion forzada en la capacidad de recuperacion de nutrientes
de los cultivos de microalgas localess alimentadas con agua residual sintética en
bioensayos batch.

c. Evaluar la capacidad de biorremediacion de los cultivos de microalgas locales con
diferentes concentraciones de nutrientes en aguas residuales sintéticas en bioensayos

batch.
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3 Justificacién

Las aguas residuales procedentes de las actividades domésticas e industriales contienen
una gran cantidad de materia organica, metales pesados, solidos en suspension, compuestos
volatiles, patdgenos y otros elementos que, al ser descargadas sin tratamiento previo,
conducen a una degradacién ambiental (Valencia Ldpez, 2013). En paises en vias de
desarrollo como Ecuador, el 90% de los efluentes domésticos son vertidos directamente sin
ningln tipo de tratamiento en cuerpos de agua dulce, alterando su calidad y creando
problemas ambientales y afectando a la salud publica.

En América Latina, menos del 6% de la poblacion, tiene un sistema de tratamiento de
aguas residuales. En Ecuador, el 6.3 % de las aguas residuales reciben algun tipo de
tratamiento, siendo 7% a nivel urbano y el 5% a nivel rural (Moncayo y Ayala, 2011). Cuenca,
Manta, Babahoyo y San Cristobal poseen plantas de tratamiento de aguas servidas. En
contraste, Guayaquil y Quito, carecen de tales sistemas, y siguen descargando las aguas
residuales no tratadas en los ecosistemas acuaticos. Solo en Quito, aproximadamente el 81%
de la contaminacién de sus rios se atribuye a esta actividad, de hecho, casi el 70% del flujo
del rio Machangara corresponde a aguas residuales no tratadas (Llanos, 2009); (EI Comercio,
2010). Desafortunadamente, muy poco se sabe acerca de la calidad de los rios en el Ecuador,
y pocos estudios cientificos han sido publicados sobre este tema.

El uso de microalgas para la remocion de nutrientes presentes en las aguas residuales
representa una buena alternativa de tratamiento a este problema, dado que estos
microorganismos poseen una alta capacidad de remocion de nitrégeno y fosforo; produccién
de biomasa potencialmente valiosa para la generacion de biocombustibles, y costos
operacionales relativamente bajos. Por esos motivos, su uso supone una opcion sustentable y
factible de biorremediacion para el Ecuador; tomando en cuenta que las condiciones

climaticas, econémicas y ecoldgicas del pais son favorables para el crecimiento de microalgas.
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4 Area de trabajo

Este trabajo de investigacion se llevé a cabo en el Laboratorio de Ingenieria Ambiental
(LIA-USFQ) del Colegio de Ciencias e Ingenieria, y en el Instituto de Microbiologia de la
Universidad San Francisco de Quito, en el campus de Cumbaya- Quito. En el LIA-USFQ se
evaluaron los parametros basicos y de operacion de los bioensayos batch. Se realizaron los
analisis de remocién de nutrientes y las mediciones de densidad celular mediante la
utilizacion de un multiparametros y por espectrofotometria. En el Instituto de Microbiologia,
se realiz6 la centrifugacion de las muestras obtenidas de los bioensayos batch, para su

posterior analisis.
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5 Materiales

5.1 Reactivos

Indicador fenolftaleina, cloruro de calcio dihidratado, nitrato de sodio, potasio de
hidrogeno fosfato, sulfato de hierro (Il), cloruro de zinc, sulfato de cobre (Il), sulfato
manganoso, glucosa, cloruro de amonio, persulfato de potasio, molibdato de amonio,
metavanato de amonio, acido clorhidrico concentrado, fosfato monopotasico y acido borico
fueron obtenidos de Reactivos H.VV.O , Quito, Ecuador. Por otro lado, el sulfato de magnesio
heptahidratada y el carbonato de amonio se adquirieron en Representaciones Vamarth, Quito,

Ecuador. Finalmente el Lugol se adquirio en Didacta Reactivos, Quito, Ecuador.
5.2 Medio de cultivo

La composicion del agua residual (AR) sintética fue (en mg L™): CaCl,.2H,0 (37.4),
MgSQO,4.7H,0 (56.7), (NH4).CO3 (297.9), NaNO; (6.8), KH,PO, (55.8), FeS0O,.7H,0 (0.3),
ZnCl, (0.1), CuS04.5H,0 (0.2), CsH1206 (9.3) y H3BOsz (0.001). EI AR sintética fue

previamente esterilizada en un autoclave por un periodo de 15 min a 121 °C.
5.3 Microorganismos

Un cultivo de microalgas locales, Chorella sp., fue donada por la Universidad de las
Fuerzas Armadas- ESPE, Quito, Ecuador. Esta cepa se cultivo en un fotobioreactor tubular
(PBR) con entrada del flujo de aire ascendente; iluminado con luz fluorescente por
fotoperiodo de 12 horas dentro del Laboratorio de Ingenieria Ambiental de la Universidad

San Francisco de Quito.
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5.4 Bioensayos batch de remocion de nutrientes.

Se empleo 6 Erlenmeyers de 1000 mL, 6 tapas de esponja, un shaker orbital alternativo
(MAX-Q 2508 Barnstead LabLine, USA), una lampara OSRAM de luz fluorescente blanca
fria de 20 W, timer manual (TN311 Intermatic, México), centrifuga clinica de 50 mL
(International Equipment Company, USA). En el caso de los bioensayos con aireacion
forzada adicionalmente se empled 3 bombas de pecera (PowerTM 200, Taiwan), 6 metros de

manguera, 3 Ts metélicas y 6 dispersores de pecera.

5.5 Técnicas de analisis

5.5.1 Equipos comunes

Balanza de precision (Mettler-Toledo International Inc, USA), agitador magnético
(Fisher Scientific, United Kingdom), pipeta BioPette 1-10 pL, 10-100 uL, 100-1000 uL y 1-5
mL (Labnet International Inc., USA) y multiparametro portatil Thermo Scientific Orion 5-

Star (Thermo Scientific, Beverly, MA 01915, USA).

5.5.2 Medicion de amonio

Electrodo de referencia (Thermo Specific, Orion (Beverly, MA 01915, USA)),
electrodo selectivo de amonio (Thermo Specific lon Selective Eectrode, Orion (Beverly, MA

01915, USA)) y solucidn de ajuste de fuerza idénica de amonio (ISA amonio).

5.5.3 Medicion de nitrato

Electrodo selectivo de nitrato (Thermo Specific lon Selective Eectrode, Orion (Beverly,
MA 01915, USA)) y solucion de ajuste de fuerza idnica de nitrato (ISA nitrato) (Thermo

Scienific Nitrate ISA, Orion 930711 (Beverly, MA 01915, USA)).
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5.5.4 Medicion de fosfato

Equipo de filtracion (Kitasato y mangueras), bomba de presion al vacio (Thermo
Scientific 420-1901-00FK Vacuum pressure pump (Beverly, MA 01915, USA)), horno (40
GC Lab Oven, Chicago, Illinois, USA), triodo de pH (Thermo Specific pH Electrodo, Orion
(Beverly, MA 01915, USA)), y espectrofotdmetro Spectronic 20D+ (Thermo Fisher Scientific

Inc. Waltham, MA, USA).

5.5.5 Medicién de potencial Redox

Triodo de potencial redox (Thermo Specific ORP triode, Orion (Beverly, MA 01915,
USA)) vy estandar de potencial redox (Thermo Scienific ORP Standard, Orion 967901

(Beverly, MA 01915, USA))

5.5.6 Medicién de pH

Triodo de pH (Thermo Specific pH Electrode, Orion (Beverly, MA 01915, USA)) y

buffers de calibracién (pH 4, 7 y 10) (Thermo Scientific (Beverly, MA, 01915, USA)).

5.5.7 Medicién de oxigeno disuelto y temperatura

Electrodo de oxigeno disuelto (Thermo Specific Electrode, Orion (Beverly, MA

01915, USA)).

5.5.8 Medicion de conductividad

Electrodo de conductividad (Thermo Specific Electrode, Orion (Beverly, MA 01915,
USA)) vy soluciéon de calibracion de 1413 us cm™1 (Thermo Scientific Conductivity/TDS

Standard, Orion 011007 (Beverly, MA, 01915, USA)).
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5.6 Determinacion de la densidad celular

Microscopio (Leica CME, Germany), camara de recuento Neubauer de 1/10 mm
(Boeco, Germany), contador de células (Tamaco, Taiwan), Vortex Denville 59A (Denville
Scientific Inc., USA) y espectrofotometro Spectronic 20D+ (Thermo Fisher Scientific Inc.

Waltham, MA, USA).
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6 Meétodos

6.1 Bioensayos de recuperacion de nutrientes

Se prepard 6 L de agua residual sintética con el objetivo de simular la composicion de
las aguas residuales domesticas generadas en Quito. A continuacion, se coloc6 1000 mL del
agua sintética auto clavada a 121 °C por 15 min, en 6 Erlenmeyer de 1 L para evaluar la
recuperacion de nutrientes en bioensayos: tratamiento, control abiético y control heat killed
que fueorn realizados por duplicado. Los ensayos tratamiento fueron inoculados con 8-10 mL
aproximadamente de microalgas para obtener una densidad celular inicial de 3.5 x 10° UFC
mL™. Adicionalmente, se montaron dos tipos de controles, un control abiético (sin
microalgas) y un control heat killed (con 8-10 mL de microalgas autoclavadas a 121°C por 15
min.) con el objetivo de demostrar que la remocién de nutrientes fue efectivamente catalizada
por las microalgas. Los bioensayos fueron realizados por duplicado y fueron incubados en un
agitador orbital (Q MAX 2508 Barnstead LabLine, USA) a 100 rpm a temperatura ambiente
(23+£3°C). Los bioensayos fueron iluminados con lamparas fluorescentes tubulares (OSRAM,
20W) con fotoperiodos de 12 horas durante 17 dias. En el caso de los bioensayos batch con
aireacion forzada, se incorporé un sistema de bombas de pecera, con una capacidad de 500 L

h™*, para proporcionar un flujo de aire a cada uno de los 6 Erlenmeyers.
6.2 Meétodos Analiticos

Se tomO una muestra de 90 mL de los bioensayos para realizar el andlisis de
recuperacion de nutrientes y densidad celular. Las muestras fueron centrifugadas a 5000 rpm
por 10 minutos y solamente el sobrenadante fue utilizado para cada andlisis. Cada dos dias,
los parametros analizados fueron NH,"-N, NOs-N and PO,*-P, en contraste con pH,

temperatura, oxigeno disuelto, conductividad y potencial redox, que se midieron diariamente.
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Los protocolos a seguir fueron establecidos por el Laboratorio de Ingenieria Ambiental de la
USFQ, de acuerdo con los Métodos Estandares de Examinacion para Agua y Agua Residual

(APHA, 2012).
6.2.1 Medicidén de amonio y nitrato

La medicion de amonio y nitrato se realizd empleando un multiparametro portétil
Thermo Scientific Orion 5-Star (Thermo Scientific, Beverly, MA 01915, USA) con
electrodos selectivos de amonio y electrodo de referencia y nitrato, respectivamente. se
prepararon estandares a partir de una solucién madre de 1000 mg NH," L™ con carbonato de
amonio (NH,4)2COs, y de una solucién madre de 100 mg NOs™ L™ con nitrato de sodio NaNOs,
respectivamente. Se realizaron curvas de calibracion de 1-1000 mg NH,* L™y de 10-100 mg
NOs; L™ . Se tomé 10 mL de los estandares centrifugados y se afiadié 1 mL de ISA de amonio
y 0.200 mL ISA de nitrato, respectivamente. El potencial fue medido en mV, se generd una
curva de calibracién y se obtuvo la ecuacién de la recta con R? > 0.99. Las muestras fueron
analizadas de la misma manera y a partir de la curva de calibracion se determind la
concentracion de amonio y nitrato de cada una de las muestras. El analisis se realizé por

duplicado.
6.2.2 Medicion de fosfato

Se realizd una evaluacion colorimétrica a una longitud de onda de 470 nm con un
espectrofotometro, Spectronic 20D+. La curva de calibracion se realizd con estandares de 1,
2.5,5,7.5,10,12.5 y 15 mg P L™, a partir de una solucién madre de 50 mg P L™ con fosfato
monopotasico KH,PO,, y la adiccion del reactivo vanadato molibdato. Se filtré 20 mL de
cada muestra con filtros de papel absorbente y filtros Whatman, y se colocé una gota del
indicador de pH fenolftaleina. A continuacion, se colocdé 0.2 g de persulfato de potasio

(K2S,0g) y se llevd las muestras a digestion a 150 °C durante una hora en un horno 40 GC
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Lab Oven. Una vez frias las muestras, se agrego agua destilada hasta alcanzar los 20 mL de la
muestra inicial. Nuevamente, se coloc6 una gota del indicador de fenolftaleina y se comprobé
que el pH no supere el valor de 10. En balones de 25 mL, se coloc6 5 mL del reactivo
vanadato molibdato, 6 mL de las muestras procesadas en el horno y se aforé con agua
destilada. Se tomd 6 mL de las muestras aforadas para realizar evaluacion colorimétrica. La
concentracion de fosfatos de cada muestra se calculo utilizando la curva de calibracion antes

descrita. El andlisis se realiz6 por duplicado.

6.2.3 Medicién de parametros basicos de operacion.

El pH, oxigeno disuelto (OD), temperatura, potencial redox (ORP) y conductividad,
fueron medidos con el multiparametro portatil Thermo Scientific Orion 5-Star (Thermo
Scientific, Beverly, MA 01915, USA). Estos parametros fueron monitoreados a diario, en

condiciones in situ, y por duplicado.

6.3 Medicién de densidad celular

Se desarrollé una curva de calibracion que describe la relacion matematica entre dos
métodos de medicion de densidad celular, conteo celular en cdmara de Neubauer y densidad
Optica. En primer lugar, a partir de muestra homogénea de Chlorella sp. se preparé diluciones
de 20mL (por duplicado), con los siguientes factores de dilucion: 0.1, 0.25, 0.5y 0.75.

Para el método de conteo celular con la camara de Neubauer, se diluyo 40 uL de cada
muestra en 160 pL de lugol para inmovilizar las células. Posteriormente, se colocoé 10 puL de
la mezcla a cada lado de una camara de conteo Neubauer. Con un microscopio compuesto
LEICA CME, se procedio a realizar el conteo celular con un aumento de 40x. Finalmente,

empleando la ecuacion 1, para obtener la densidad celular.

Densidad celular [# células mL™1] = promedio de # células x factor de dilucion x 10*[1]
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Por otro lado, la densidad éptica se determind mediante espectrofotometria a una
longitud de onda de 750 nm, usando 6 mL de cada muestra. Con los valores resultantes, se

genero la curva de calibracion deseada.
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7 Resultados

7.1 Curvade calibracion entre la densidad celular y la densidad optica

Una curva de calibracion fue construida entre la densidad celular de microalgas a por
el método de la camara de Neubauer y la densidad Optica (absorbancia) como se muestra en la
Figura 1. El coeficiente de correlacion de la curva de calibracion fue 0.996, y la recta
resultante se describe por medio de la siguiente ecuacion:

y =2E*%x + 251947 [2]

Donde y es la densidad celular de las microalgas, y x es la absorbancia establecida a

750 nm. Se utilizd la ecuacion 2 para determinar la densidad celular en los posteriores

bioensayos batch a partir de las mediciones de absorbancia.

7.2 Efectos de la aireacion forzada en la capacidad de remocién de nutrientes de

las cepas de microalgas locales.

La capacidad de remocién de NH,*-N y PO,*-P de microalgas locales se evalud
empleando agua residual doméstica sintética en bioensayos batch. En las Figuras 2 (A) y (B)
se presenta la remocion de NH,*-N y PO,>-P en bioensayos batch con aireacion y aireacion
forzada durante un periodo de 336 horas. La eficiencia de remocion reportada de NH,"-N y
PO,*-P con aireacion forzada fue de 57 y 9%, cuando la concentracién inicial de ambos
nutrientes fue de 46.90 mg N L™ y 10.82 mg P L™, respectivamente. En contraste, la
eficiencia de remocién de NH,*-N y PO,>-P obtenida en los bioensayos batch con aireacion
fue de 53 y 74%, con una concentracion inicial de 79.92 y 13.92 mg L™ de nitrégeno y
fosforo, respectivamente.

Adicionalmente, en los bioensayos batch se evalu6 la produccién de NO3-N (Figura

2C). Se registro una eficiencia en la produccion de NO3-N del 37% cuando la concentracion
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inicial fue de 2.37 mg N L™ al aplicarse aireacion forzada. Por otro lado, la eficiencia en la
produccién de NOs-N con aireacion fue del 87% cuando la concentracion inicial fue de 3.88
mg N L™. En la Tabla 1 se presentan las tasas y eficiencias de remocién de NH,*-N y de
PO, >-P y la eficiencia y tasa de produccién de NOs-N. Por otro lado, en la Tabla 2 se
encuentra el analisis estadistico ANOVA para ver la significancia entre los bioensayos de
aireacion y aireacion forzada, donde se obtuvieron valores P de 0.8921, 0.4280, y 0.004
respecto a las tasas de remocion y produccion de los nutriente estalecidos anterioremente.

La concentracién inicial de microalgas en los dos bioensayos fue calculada con la

+06

Ecuacion 2. El valor inicial obtenido, en la aireacion forzada, fue de 3.43E*® células mL™

+06

mientras que el valor maximo de densidad celular obtenido fue 4.98E** células mL™. Por otra

+06

parte, la densidad inicial en los bioensayos batch con aireacion fue de 3.43E" células mL™y

*% células mL™. En la Figura 3 se presenta el

la densidad maxima obtenida fue de 7.35E
crecimiento de las microalgas con respecto al tiempo expresado en céulas mL™ en los ensayos
batch aireados y en los realizados con aireacion forzada.

El pH inicial para los bioensayos batch de aireacién y aireacion forzada de remocion
de nutrientes estuvo en el intervalo entre 8.7- 7.9, respectivamente. Durante las 336 horas de
operacion, el pH del control abiético y del control heat killed no mostré fluctuaciones
significativas; el rango de pH se mantuvo entre 9.1- 7.9. Sin embargo, los bioensayos
correspondientes a los tratamientos para la remocion de nutrientes mostraron un descenso del
pH, alcanzando valores de 5.0 en los bioensayos de aireacion, y de 5.4 en los bioensayos con
aireacion forzada. Del mismo modo, para ambos bioensayos, tanto la conductividad del
control abi6tico como la del heat killed tuvieron una variaciones entre 280 y 520 pS cm™. Por
otro lado, los tratamientos aireados registraron una conductividad inicial de 428.2 uS cm™,y

una final de 281.7 uS cm™ En el caso de los tratamientos con aireacion forzada, la

conductividad inicial fue de 475.7 pS cm™y la final fue de 398.9 uS cm™. En todos los
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bioensayos, se evidencio un descenso de la conductividad. Respecto al potencial redox, todos
los bioensayos registraron fluctuaciones significativas en los tratamientos. El rango de
variacion estuvo entre 180- 460 mV para los de aireacion y 310-510 mV en los de aireacion
forzada. En contraste, los controles abiotico y heat killed de ambos bioensayos, se
mantuvieron constantes entre los 292.2 y 396.2 mV. Por otra parte, la temperatura se mantuvo
constante en un rango de 23.0 — 26.3 °C, tanto para los bioensayos de aireacion como los de
aireacion forzada. Finalmente, el oxigeno disuelto medido en los bioensayos presento
variaciones que oscilaron entre 4.77- 5.24 mg L™ para aireacién y 3.72- 9.17 mg L™ para
aireacion forzada, respectivamente.
Adicionalmente, se realizé una correlacion multiple entre densidad celular “DC” y los
parametros operacionales; y se obtuvo la siguiente ecuacion:
logDC = (8.2348 ¥ 0,0529) — (0.1086 F 0.0016)pH — (2,5350E~* F 0,9236E~*)NH,}
— N —(0.2231 + 0,0021)0D — (0.0216 + 0,0016)T°C
— (3.7959E7* F 0,2046E~*)ORP [3]

Donde se saco un factor de coeficiente de correlacion R de 0.99998.

7.3 Efecto de la concentracion inicial de nitrogeno en la remocion de nutrientes

de las cepas de microalgas locales.

La capacidad de remocién de NH,*-N y PO,*-P de las microalgas locales variando la
concentracion inicial de amonio fue evaluada en bioensayos batch aireados por un tiempo de
operacion de 336 horas. Las microalgas reportaron porcentajes de remocion de NH,*-N de 53,
48, y 57%, para concentraciones iniciales de 86.81, 43.41, y 21.70 mg L™, respectivamente.
En la Tabla 3 se puede observar que para una concentracion del 25% de NH4"-N del agua
residual sintética (21.70 mg L™) hay una mayor remocién del nutriente en comparacién con

concentracion del 100 y 50% (86.81 y 43.41 mg L™) con respecto a la composicién del agua
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residual sintética. Por otro lado, la eficiencia de remocién de PO,>-P fue de 74, 16 y 31%
cuando la concentracién inicial fue 13.92, 14.07, y 15.08 mg L™, respectivamente. La mayor
eficiencia de remocion del fosforo (74%) se obtuvo cuando la concentracion de NH4*-N fue
de (86.81 mg L™) representando el 100% respecto a la recta de agua residual sintética. Por
otro lado, las tasas de remocién NH,"-N y PO,>-P fueron 0.101, 0.032, 0.047 mg L* h™ y
0.030, 0.0117, 0.0121 mg L™ h™, respectivamente para las concentraciones iniciales de NH,*-
N evaluadas que corresponden al 100, 50, y 25%.

Por otro lado, en la Tabla 3, la eficiencia en la produccion de NO3™-N fue de 88, 36 y
36% con concentraciones iniciales de 3.88, 2.33, y 3.32 mg L™, respectivamente. La mejor
eficiencia se reportd cuando la concentracién de NH,"-N fue del 100% (86,81 mg L™)
respecto a la recta de agua residual. Las tasas de produccion de NOz-N 0.075, 0.0029, 0.0028
mg L™ h™! para las diferentes concentraciones evaluadas en estos bioensayos.

Adicionalemnte en la Tabla 4 se encuentra el analisis estadistico ANOVA para los
bioensayos de variacion inicial de NH;"-N que determiné la significancia de las tasas de
remocion y produccién de NH,™-N, PO,*-P, y NO3-N, donde se obtuvo un valor P de 0.3441,
0.3835, y 0.0458, respectivamente.

En relacién con la densidad celular, los bioensayos iniciaron con una concentracién de
microalgas de 3.43E*% 3.53E*% y 3.51E"% células mL™, respectivamente. Al pasar el
tiempo, las concentraciones de 100 y 50% (86.81 y 43.41 mg L™) registraron un aumento de
su densidad hasta el final de los bioensayos. Los valores finales alcanzados fueron del
7.35E"® y 4.53E*® células mL™ para ambas concentraciones. Por otro lado, en la
concentracion de 25% (21.70 mg L™), a las 192h se alcanzé una densidad maxima de 4.19*%
células mL™ antes de estabilizarse y decaer como se observa en la Figura 4.

Finalmente, el pH inicial para los bioensayos batch aireados con distintas

concentraciones iniciales de NH;*-N entre 7.7- 9.1. Durante las 336 horas de operacion, el
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pH del control abidtico y del control heat killed se mostrd relativamente constante, en un
intervalo de 7.0 y 9.1. Por otro lado, los tratamientos de remocion de nutrientes mostraron un
descenso en su pH, alcanzando valores entre 5.0 y 5.62. La conductividad inicial para los
tratamientos con 25% (21.70 mg L), 50% (43.41 mg L™), y 100% (86.81 mg L™) de NH,*-N
fue de 308.1, 338.6, y 428.2 pS cm™, respectivamente. Mientras que, su conductividad final
fue de 348.7, 339.7 y 281.7 pS cm™. Los controles abidticos y los controles heat killed
registraron variaciones significativas en su conductividad, situandose entre 283.8 y 504.3 uS
cm™. Solo en el bioensayo de 100% (86.81 mg L™) de NH,"-N, se evidenci6 en el tratamiento
un descenso de la conductividad hasta el final. Los tratamientos de los bioensayos de 25%
(21.70 mg L™) y 50% (43.41 mg L™), por otro lado, se mantuvieron relativamente constantes.
Respecto al potencial redox, todos los bioensayos registraron oscilaciones, tanto en los
tratamientos como en los controles. El rango de variacion estuvo entre 170-545 mV. La
temperatura, no obstante se mantuvo relativamente constante en un rango de 21.3- 25.5 °C.
Finalmente, en los tratamientos con 25, 50, y 100% de NH,"-N, el oxigeno disuelto inicial fue
de 3.15, 4.04 y 4.77 mg L™*; mientras que el valor final de OD fue 4.48, 5.08 y 5.24 mg L™,
respectivamente. Por otro lado, tanto los controles abidticos como heat killed tuvieron valores

iniciales como finales de OD entre 3.78 y 5.99 mg L™.



33

8 Discusion

8.1 Curvade calibracion entre la densidad celular y la densidad optica.

En este proyecto de investigacion se gener6 una curva de calibracion entre la densidad
oOptica y la densidad celular establecida a través del conteo celular con microscopio, con el fin
de establecer la concentracion de microalgas a lo largo del estudio a partir de las mediciones
de absorbancia. El coeficiente de determinacion fue de 0.996, lo que implica que existe una
relaciéon lineal entre la concentracion celular de microalgas y la absorbancia. Esto es de
esperarse, dado que la densidad optima mide la absorbancia del contenido de clorofila a en las
microalgas (Griffiths, Garcin, van Hille, & Harrison, 2011). Ademas, se utiliz6 una longitud
de onda de 750 nm, que esta fuera del rango de absorbancia de los otros microorganismos
como bacterias, que se miden entre 600 y 700 nm (Griffiths, Garcin, van Hille, & Harrison,

2011).

8.2 Efectos de la aireacion forzada en la capacidad de remocion de nutrientes de

las cepas de microalgas locales.

Las eficiencias de remocion de nitrogeno y fosforo de las microalgas varian
dependiendo de la composicién del medio y las condiciones ambientales tales como la
concentracion inicial de nutrientes, la relacion nitrégeno/fosforo, el ciclo luz/oscuridad, la
aireacion, entre otras. En este estudio, se evaluaron los efectos de una aireacion forzada en la
eficiencia de remocion de nutrientes en bioensayos batch por un periodo de 336 horas. La
eficiencia remocion de NH;*-N bajo condiciones de aireacion y aireacion forzada fue 53 y
57%, respectivamente (Tabla 1). Las eficiencias de remocion de NH;-N alcanzadas en el
estudio son similares a las de otros estudios relacionados con aireacion forzada. Por ejemplo,

Aslan y Kapdan en el 2006 reportaron una remocion de 50% del NH;*-N cuando la
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concentracion inicial fue de 41.8 — 92.8 mg L™. No obstante, la eficiencia de remocién de
NH,4"-N obtenida en condiciones de aireacion fue menor a la alcanzada en otros estudios. Liu
y colaboradores en estudios realizados en el 2016, con cepas de Klebsormidium sp.,
Stigeoclonium sp. LJ, Stigeoclonium sp. LJ2, y un consorcio compuesto por Chlamydomonas
(8%), Chlorella (67%) y varias cianobacterias filamentosas (25%), reportaron eficiencias de
remocion de NH;"-N del 59, 79, 99, y 89%, respectivamente (Liu, Danneels, Vanormelingen,

& Vyverman, 2016).

En el caso de la remocién de PO, -P, los bioensayos con aireacion forzada
presentaron una eficiencia de remocién solamente del 9%, en comparacién a los bioensayos
con aireacion que tuvieron un 74% de eficiencia. Esta baja eficiencia, también ha sido
reportada en otros estudios de la literatura. Un estudio con Chlorella kessleri, se obtuvo entre
8-20% de remocion de fésforo cuando la concentracion inicial de PO,*-P fue de 10 mg L™
(Aslan & Karapinar Kapdan, 2006) Por el contrario, también se han reportado remociones de
PO,>-P del 94 - 98% con aireacion, y del 97- 98% con aireacién forzada a un rango de
temperatura de 20-30 °C (Martinez, Sanchez, Jimenez, Yousfi, & Mufioz, 2000). Una de las
posibles razones para los resultados obtenidos es la ausencia de zonas de sedimentacion, lo
que causa que no haya precipitacion del fosforo, llevando a una menor asimilacion del fosfato
por parte de las microalgas (Larsdotter, 2006).

Las tasas de remocion obtenidas en el presente estudio fueron de 0.0821 mg NH,;*-N
L h?y 0.0325 mg PO,*-P L™ h respectivamente, para condiciones de aireacién. Por otro
lado, con aireacion forzada, las tasas de remocién de NH," y PO,*-P obtenidas fueron 0.0422
y 0.0019, respectivamente. Los valores obtenidos en los bioensayos de aireacion forzada son
menores a los registrados en otros estudios. Lau y colaboradores reportaron tasas de remocion
de N entre 0.0525y 0.336 L* h™ y de P de 0,0175 L™ h™ para Chlorella vulgaris (Lau, Tam,

& Wong, 1998). Del mismo modo, en otro estudio se reportd altas tasas de remocion para
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ambos nutrientes (N y P) al usar S. intermedius y Nannochloris sp.; los valores obtenidos
fueron 83 y 56.1 mg N L™ d* y 20.8 y 10.2 mg P L™ d, respectivamente (Jiménez-Pérez,
Sanchez-Castillo, Romera, Fernandez-Moreno, & Pérez-Martinez, 2004). Por otro lado, las
tasas de produccién de NO5-N obtenidas en el presente estudio fueron de 0.0771 mg L™ ht
con aireacién y 0.032 mg L* h? con aireacién forzada. Asimismo, las eficiencias de
produccién para los bioensayos de aireacion y de aireacion forzada fueron 87 y 37%. Se
evidencio, como en los casos de remocion, que la aireacion fue mejor recibida por las
microalgas.

Estos resultados sugieren al flujo de aire administrado pudo afectar la eficiencia como
la tasa de remocion de N y P en nuestro estudio. Un estudio con Scenedesmus obliquus ha
reportado una remocion de N del 80-100% si se suministra al bioensayo un flujo constante de
aire (mediante burbujas) de 9.6 L h™ (Martinez, Sanchez, Jimenez, Yousfi, & Mufioz, 2000)
Para nuestro estudio, pese a que el flujo de aire se mantuvo aproximadamente entre 5- 10L h™,
este pudo ser un factor limitante, en especial en la remocion de fosforo, donde realmente se
evidencio efectos negativos.

Hay que tomar en cuenta que la aireacion incrementa las concentraciones de oxigeno
disuelto y de carbono en el medio algal. Los niveles de CO; en el medio se deben mantener
sobre los requerimientos nutricionales minimos y bajo los niveles inhibitorios. Si excede estos
limites, puede darse una insuficiente transferencia de CO; a las células y una escasa remocion
de O,; esto tendra efectos negativos en la fase exponencial de crecimiento de las microalgas
(Guo, Yao, & Huang, 2015), como se pude evidenciar en nuestro estudio (ver Figura 3) y por
ende en la capacidad de asimilacion de los nutrientes. Por otra parte, una acumulacion de O,
puede ser otro efecto negativo de la aireacion forzada; si los niveles de O, superan los limites
de toxicidad, estos pueden disminuir la actividad enzimatica extracelular, y afectando la

capacidad fotosintética de las mismas (Christenson & Sims, 2011).
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En este estudio, también se evalué la densidad celular en los bioensayos con aireacion
y con aireacion forzada mediante el uso de la curva de calibracion previamente establecida.
Se pudo apreciar un incremento de la densidad celular, en especial los bioensayos sin
aireacion forzada, como se observa en la Figura 3. En estos bioensayos se alcanzé una
densidad final de 7.35E° células mL™ cuando la densidad inicial fue de 3.43E"® células mL™.
Sin embargo, para los bioensayos de aireacion forzada, no hay un aumento significativo en la
densidad celular. La densidad final registrada fue de 4.98E*° células mL™ al iniciar con una
concentracion de microalgas de 3.43E*® células mL™. Esto se puede atribuise probablemente a
la fuente de carbono inorganico (CO;) que desempefidé un papel importante en densidad
celular de los bioensayos de aireacion y aireacion forzada. Pese a que la literatura recomienda
administrar una fuente extra de CO, para optimizar el crecimiento, un excedente del mismo
puede elevar los valores de oxigeno disuelto hasta sobrepasar los niveles de saturacion del
aire (7.2 mg L™, provocando un posible dafio foto-oxidativo de las microalgas, impidiendo
que proliferen (Christenson & Sims, 2011). Este fendbmeno se evidencid a las 240 horas de
operacion en los bioensayos de aireacion forzada, donde hubo un declive de la densidad
celular que coincide con un OD de 9.1 mg L™. La temperatura no fue un limitante en el
crecimiento algal ya se mantuvo en un rango éptimo entre 23 y 26 °C (Park, Craggs and
Shilton 2011). De igual manera, la intensidad de la luz tampoco generd una afectacién en la
tasa maxima de crecimiento de algas ya que se conto regulacion automatizada de la luz.

El pH de los bioensayos de aireacion versus aireacion forzada presentd pequefias
oscilaciones mencionadas en la seccion anterior. En este estudio, el pH de los tratamientos en
ambos bioensayos disminuyo6 considerablemente, quedando entre un rango de 5-5.4. Se debe
tomar en cuenta que el pH del medio alcanzado puede afectar varios procesos bioquimicos
asociados al crecimiento de las microalgas, asi como también sus rutas metabolicas. Tanto la

biodisponibilidad del CO, para la fotosintesis como la disponibilidad y consumo de nutrientes
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(Park, Craggs, & Shilton, 2011) pueden verse afectados. La disminucion de pH del estudio se
le puede atribuir a la fuente de nitrogeno utilizada; cuando el amonio es usado como fuente de
nitrégeno, el pH del medio puede disminuir hasta 3, causando una acidificacion del mismo, y
puede inhibir el crecimiento de las microalgas (Park, Craggs, & Shilton, 2011). Respecto a la
temperatura, esta se mantuvo entre los 23 y 26 °C, es decir dentro de los rangos Optimos
establecidos por la literatura. En general, para la mayoria de especies de microalgas, el rango
de temperatura optima esté entre 15 - 25 °C y 28- 35 °C, respectivamente (Larsdotter, 2006);
(Park, Craggs, & Shilton, 2011). Sin embargo, este puede variar cuando la disponibilidad de
nutrientes o condiciones de luz es limitada. EI OD, vario considerablemente durante el
estudio; se registr6 un OD entre 4.7 -5.2 mg L™ para los bioensayos de aireacién. Sin
embargo, se registré una gran variacion del OD en los bioensayos batch con aireacion forzada
con valores entre los 3.7- 9.2 mg L™, superando la saturacion de aire normal, y provocando un
posible impacto negativo en la productividad de las microalgas, al causar inhibir actividad
fotosintética (Christenson & Sims, 2011). Adicionalmente esto provoco limitaciones en la
remocién de nutrientes y produccién de biomasa dentro del estudio. El potencial redox, por
otro lado, registré oscilaciones entre los 180-510 mV para ambas variables. Finalmente, la
conductividad de ambos controles, abiético y heat Kill, se mantuvo relativamente constante
ondulando entre los 280 y 520 pS cm™, asi como los tratamientos de remocién de nutrientes
de todos los bioensayos se mantuvo entre 280-480 uS cm™. En general, la conductividad de
los tratamientos mostré una tendencia a decrecer a lo largo del tiempo, especialmente en el
tratamiento con aireacion, que alcanzé un valor final de 281,7 pS cm™. Esta reduccion de la
conductividad se debe a la disminucion de los electrolitos disueltos en el agua residual
sintética, por accion de las microalgas.

Por otro lado, se realizé una regresion lineal multiple con el programa Origin 8.0, para

establecer la manera en la que estan correlacionados los diferentes pardmetros que fueron
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medidos en los experimentos con aireacion. En primer lugar, se realizd una matriz de
correlacion de Pearson entre las variable independientes con la finalidad de eliminar los
efectos de colinealidad entre estas, estableciendo que un valor de coeficiente de correlacion de
Pearson mayor a 0.805 entre dos variables independientes muestran que estas son colineales.
Seguidamente, se establecié la densidad celular seria nuestra variable dependiente y los
parametros de pH, NH;*-N, temperatura, oxigeno disuelto y potencial redox las variables
independientes. Como se muestra en la ecuacion 3, existe una correlacion lineal multiple (R=
0.99998) donde se muestra que los valores de las pendientes son todas negativas, y mayor
valor absoluto fue encontrado para el caso del pH, OD, y temperatura, siendo los valores
0.1086, 0.0223, y 0.0216, respectivamente. Estos resultados indican que el pH afecta
notablemente el crecimiento algal, donde al disminuir el pH aumenta la densidad celular, lo
cual indica que es necesario control el pH durante la realizacidn de los experimentos. Para el
caso de los experimentos con aireacion forzada no se encontrd ningun tipo de correlacion.
Adicionalmente, el analisis estadistico ANOVA mostro que tanto para los bioensayos
de aireacion como los de aireacion forzada, no hay evidencia estadistica para decir que existe
una diferencia significativa en la media de las tasas de remocién de NH,*-Ny PO,*-P. Esto
indica que la aireacion y la aireacion forzada no tienen una diferencia significativa en la
remocion de ambos nutrientes, reflejados en los valores P de 0.8921 (NH,"*-N) y de 0.4280,
como se muestra en la Tabla 2. Por otro lado, si se encontrd evidencia estadistica en el caso
de la tasa de produccion de NO3-N. Existe una diferencia significativa en la media de las
tasas de produccion de NO3™-N, implicando que la aireacion tiene una influencia significativa

en esta tasa en comparacion a la aireacion forzada.
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8.3 Efecto de la variacion de concentracién inicial de NH; -N en la remocién de

nutrientes de las cepas de microalgas locales.

El efecto de la concentracion inicial de nitrogeno en la remocion de nutrientes en las
cepas de microalgas locales, también fue evaluado en bioensayos batch por un periodo de 336
horas. Como se muestra en la Tabla 2, las eficiencias de remocion de NH,'-N para
concentraciones iniciales de 86.81 [100%], 43.41 [50%], y 21.70 [25%] mg L™ fue 53, 48, y
57%, respectivamente. Estos valores son comparables con los obtenidos en otros estudios,
donde la variacion de la concentracion de NH4*-N en los bioensayos fue similar. En el 2006,
Aslan y Kapdan, obtuvieron una remocion total del NH,*-N, cuando su concentracion inicial
fue entre 13.2 y 21.2 mg L™*; sin embargo, solo obtuvieron una remocién aproximadamente
del 50% cuando la concentracién del medio estaba entre 41.8 y 92.8 mg L™.

Respecto a la remocién de PO,>-P, en nuestro estudio, se mostré una remocion del 74,
16 y 31% cuando la concentracién inicial fue 13.92, 14.07, y 15.08 mg L™, respectivamente.
Por otro lado, al comparar el estudio de Aslan & Karapinar Kapdan del 2006 con el estudio
presente, el primero registro una mayor remocion de PO,*-P (78%) cuando la concentracion
de fosforo fue de 7.7 mg L™, mientras que a concentraciones mayores, la eficiencia remocién
se reduce hasta un 30%. Es decir, que hubo una mejor remocién del fosforo cuando las
concentraciones iniciales del nutriente son menores. Sin embargo, en nuestro estudio no se
varié considerablemente la concentracion inicial de PO4>-P. Lo que se puede inferir de los
resultados es que las microalgas prefirieron consumir en mayor cantidad el PO,>-P cuando las
concentraciones iniciales de NH,*-N son 100% (86.81 mg L™).

Asimismo, las tasas de remocién de NH;*-N y PO,*-P disminuyeron el momento de
variar las concentraciones iniciales de NH;'-N en los bioensayos. Para las concentraciones
iniciales de NH;"-N del 100, 50, 25%, las tasas de remocion de NH,"-N fueron 0.101, 0.032 y

0.047 mg L™ h* respectivamente; mientras que las tasas de remocién de PO,>-P fueron de
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0.03, 0.0117 y 0.0121 mg L™ h™. Al disminuir la fuente de nitrégeno, tanto las eficiencias
como las tasas de remocion también disminuyen, lo que quiere decir que la fuente de
nitrégeno es un limitante para el desempefio metabdlico de las microalgas. Esto también se
evidencia en otros estudios de la literatura; Wang y colaboradores, en el 2014, obtuvieron las
tasas de remocién de N de 1.9 y 4.4 mg L™ d** para Micractinium sp. cultivadas en aguas
residuales de efluentes primarios ([TN], = 36.1 mg L™) y aguas residuales de alta resistencia
([TN], = 197 mg L™). Del mismo modo, con la especie de algas verdes, Chlorella sp., se
obtuvieron las tasas de remocién de N de 1.8 y 3.8 mg L™ d™, respectivamente. Estos
resultados muestran claramente que una concentracion inicial alta de N conlleva a una mayor
tasa remocion (Wang, Kuo-Dahab, Dolan, & Park, 2014).

También se tomd en cuenta las tasas y eficiencias en la produccion de NOs-N para las
diferentes concentraciones evaluadas. Como se observa en la Tabla 3, hay una mayor
produccién de NOs™-N cuando la concentracion de inicial de NH,*-N es 86.81 mg L™, es decir
del 100%. A medida que hay una disminucion de la concentracion inicial de NH;"-N, las tasas
de produccion de NO3z-N son menores, y también la eficiencia de produccion disminuye. Si
se compara los valores de las tasas de remocion NH4 -N y las tasas de produccion de NOs™-N
(ver Tabla 3), se puede observar claramente que los tratamientos con 25 y 50% de NH;"-N
(43.41, y 21.70 mg L) no muestran un cambio significativo en la concentracion de nitrato.
Este fendmeno se pudo dar por el consumo del nitrato cuando la concentracion de amonio se
encuentra limitada (Rowley, 2010). Pese que las microalgas prefieren consumir NH;* como
fuente de N al ser una fuente energética mas eficiente y que requiere menor uso de energia
para ser consumido, las microalgas pueden utilizar también el NO3s-N como una fuente
alterna.

Respecto al analisis estadistico ANOVA se concluydo que la variacion en la

concentracion inicial de NH;™-N, no posee una diferencia significativa en la media de las
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tasas de remocion de NH,"y PO,*-P, pero si en la medio de las tasas de produccion de NO5-
N al tener un valor P menor a 0.05 (ver Tabla 4). Esto quiere decir que la concentracion
iniciales de NH,4" influye significativamente en la tasa de produccion de NO3™-N.

Asimismo, para estos bioensayos se evalud la densidad celular mediante el uso de la
curva de calibracion previamente establecida. En los bioensayos con las concentraciones de
100 y 50%-NH,"-N (86.81 y 43-41 mg L™), la densidad celular sigue una tendencia
exponencial hasta el final de los bioensayos. Por otro lado, en los bioensayos de 25% de

*06 células

concentracion (21.70 mg L™), a las 192h se obtuvo una densidad maxima de 4.19E
mL™ antes de entrar a la fase estacionaria y de declive (ver Figura 5). Este fenémeno se
puede dar ya que tanto el nitrégeno como el fosforo son nutrientes esenciales para el
desarrollo metabdlico de las microalgas. Cualquier cambio en las concentraciones de estos
nutrientes influye en la produccion y composicion bioquimica de la biomasa. Cuando el N o
P estan limitados, el contenido de proteina en la célula se reduce y eso causa que la divisién
celular disminuya (Beuckels, Smolders, & Muylaert, 2015). Esto se debe a que en las
microalgas, el N es utilizado principalmente en la sintesis proteica, por ende si hay un bajo
suministro de N, habra limitaciones en fabricacion de proteinas. Por otro lado, el fosforo es un
componente del ARN ribosomal; entonces si hay una menor produccién de proteinas por lo
antes mencionado, habra una menor cantidad de ribosomas y por ende también de ARN
ribosomal (Beuckels, Smolders, & Muylaert, 2015); (Rhee, 1976). Esto tendra como
consecuencia la disminucion de este nutriente a nivel celular y afectara el desarrollo de las
microalgas.

En los bioensayos batch aireados con distintas concentraciones iniciales de NH;"-N se
evalud los mismos parametros de operacion que en la seccion anterior. Los valores de pH se

mantuvieron estables para los controles abioticos y heat killed, en las variantes evaluadas. Los

tratamientos de cada variante de concentracion mostraron un descenso en el pH, causado
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posiblemente por la fuente de nitrégeno utilizada. Del mismo modo, la conductividad fue
medida tanto al inicio como al final de cada bioensayo, donde solo el tratamiento con una
concentracién 100% (86.81 mg L™) de NH,"-N mostré descenso de la conductividad hasta el
final, que pudo deberse a que hubo una mayor disminucién de los electrolitos del agua
residual. Los controles mostraron variaciones significativas que se puede atribuir a la
manipulacion de las muestras. Por otro lado, el potencial redox, en todos los bioensayos, en
cada variable mostrd oscilaciones 170- 545 mV. En contraste, la temperatura, no mostré
variaciones significativas que puedan inhibir el desarrollo de las microalgas como se
menciond en la seccion anterior. En estos bioensayos batch aireados con distintas
concentraciones iniciales de NH,"-N, la temperatura oscilé dentro de los rangos 6ptimos para
que las microalgas no experimenten estrés abidtico. Finalmente, el oxigeno disuelto se
mantuvo entre 3 y 5 mg L™ en cada variable de los bioensayos, descartando asi cualquier
inhibicidn de la actividad fotosintética y un posible efecto negativo en el tratamiento de aguas

residuales.
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9 Conclusiones

La curva de calibracion entre la densidad celular y la absorbancia fue exitosamente
desarrollada. La aireacion forzada utilizada en el proceso de remocién de nutrientes con
microalgas no tuvo un efecto positivo en las tasas de remocién de NH4*-N y PO,>-P. En el
caso de la remocion de NH,*-N y la formacion de NO5™-N se obtuvieron tasas de remocion y
produccién relativamente menores a las registradas en los bioensayos aireados con un shaker
orbital. Mientras que para el PO,*-P, las tasas de remocién fueron mucho més bajas en con
aireacion forzada con respecto a los ensayos de aireacion lo cual sugiere que el flujo de aire
aplicado en los bioensayos de aireacion forzada provocO un exceso de aireacion, y en
consecuencia pudo haber un dafio a nivel celular de las microalgas afectando su desempefio
en la remocidn de nutrientes. . Por otro lado, los bioensayos de variacion de la concentracion
inicial de NH;"-N mostraron que la tasa de remocion de amonio, fosfato y la tasa de
formacion de nitrato disminuyen conforme disminuye la concentracion inicial de amonio, lo
que sugiere que las microalgas tienen un requerimiento de nitrégeno, y que este es un
nutriente limitante para el desarrollo de las microalgas. Finalmente, los pardmetros
operacionales como pH, OD y temperatura, se deben controlar constantemente debido a que
influyen en la densidad celular y alteran la capacidad de las microalgas en consumir los

nutrientes.
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10 Recomendaciones

e La cantidad de aire empleada debe ser controlada mediante el ajuste del flujo de aire
entrante y la presion parcial del mismo, para evitar dafio celular de las microalgas, un
exceso de O; en el medio, y un efecto negativo en la tasa de crecimiento, y capacidad

de remocion de las microalgas.

e Controlar constantemente de los parametros operacionales como pH, OD vy
temperatura, debido a que estos influyen en la densidad celular y alteran la capacidad

de las microalgas para remover nutrientes.

e Monitorear la intensidad de luz, porque tiene una gran importancia para el proceso de

fotosintesis.
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12 Anexos
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Figura 1: Curva de calibracion final entre la densidad celular de microalgas obtenida por el
método de conteo con la camara de Neubauer y la densidad dptica (absorbancia) del cultivo.
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Figura 2: Remocion de nutrientes en bioensayos batch aireados y con aireacion forzada
durante un periodo de 336 horas con 3,43E*% células mL™ microalgas locales; (A) Remocién
de NH;*-N, (B) remocién de PO,>-P y (C) produccién de NOs-N. Leyenda: Tratamiento
aireado (0), tratamiento con aireacion forzada (Q), control abidtico (m) y control heat killed
(A). Las barras de error representan la desviacion estandar de los bioensayos realizados en
duplicados.
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Tabla 1:Variacion de la eficiencia y tasa de remocién de NH,*-N y PO,*-P; y la variacién de
la eficiencia y tasa de la produccién de NO3™-N, en bioensayos batch aireados y con aireacion
forzada durante un periodo de 336 horas con microalgas locales.

Unidades

Aireacion

Aireacion
forzada

NH;"-N

Tasa de
remocion

mgL*h?

0.0821

0.0422

Eficiencia de
remocion

%

52.7+2.84

56.8+3.52

PO,*-P

Tasa de
remocion

mgL*h?

0.0325

0.0019

Eficiencia de
remocion

%

74.1+0.33

9.4+0.31

NOs-N

Tasa de
produccion

mgL*h?t

0.0771

0.0032

Eficiencia de
produccion

%

86.6+0.08

36.7+0.03
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Figura 3: Remocion de nutrientes en bioensayos batch aireados y con aireacion forzada

durante un periodo de 336 horas con 3,43E

+06

células mL™ microalgas locales; Densidad

celular. Leyenda: Tratamiento aireado (©) y tratamiento con aireacion forzada (©). pH.
Tratamiento aireado (m) Yy tratamiento con aireacion forzada (A).
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Tabla 2: Analisis de Varianza- ANOVA para los bioensayos batch aireados y con aireacion forzada durante un periodo de 336 horas con
microalgas locales.

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los . Valor critico
. . F Probabilidad
variaciones cuadrados libertad cuadrados para F
Entre grupos 0.04675 3 0.0156 0.2041 0.8921 3.2389
NH. N Dentro de los grupos 1.2217 16 0.0764
Total 1.2684 19
Entre grupos 0.0030 3 0.0010 0.9664 0.4280 3.0984
PO-P Dentro de los grupos 0.0209 20 0.0011
Total 0.0239 23
Entre grupos 0.0176 3 0.0059 5.9755 0,.0044 3.0984
NO;-N Dentro de los grupos 0.0197 20 0.0010
Total 0.0373 23
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Tabla 3: Variacion de la eficiencia y tasa de remocién de NH,*-N y PO,*-P; y la variacion de
la eficiencia y tasa de la produccion de NO3-N, en bioensayos batch aireados durante un
periodo de 336 horas con microalgas locales a diferentes concentraciones iniciales de NH;*-N.

Concentracion | Concentracion | Concentracion
Unidades de NH,*-N de NH,"-N de NH,"-N
[1009%6] [50%6] [25%0]
Tasa 9',9 mg L1t 0.101 0.032 0.047
NHL N remocion
Eficiencia de o 52.7+2.84 48.1+4.50 57.3+0.62
remocion 0
Tasa _d,e mg L1yt 0.03 0.0117 0.0121
PO-P remocion
Eficiencia de o 74.4+5.58 15.6+0.21 30.9+0.23
remocion 0
Tasa de 1,1 0.075 0.0029 0.0028
- mgL-h
NOs-N produccion
Eficiencia de % 88.0+0.08 36.4+0.13 36.4+0.26
produccion
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Figura 4: Remocion de nutrientes en bioensayos batch aireados durante un periodo de 336
horas con microalgas locales a diferentes concentraciones iniciales de NH,;"-N; Densidad
celular. Leyenda: densidad celular a una concentracion inicial del 100% (o), 50% (0) y
25%(0) de NH;"-N.
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Tabla 4: Analisis de Varianza- ANOVA para los bioensayos batch aireados durante un periodo de 336 horas con microalgas locales a diferentes

concentraciones iniciales de NH, " -N.

Orig_en _de las Suma de Grados de Promedio de los = Probabilidad Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados para F
Entre grupos 0.0866 4 0.0216 1.1938 0.3441 2.8661
NH.*-N Dentro de los grupos 0.3626 20 0.0181
Total 0.4492 24
Entre grupos 0.0043 4 0.0011 1.1005 0.3835 2.8661
POS-P Dentro de los grupos 0.0195 20 0.0010
Total 0.0238 24
Entre grupos 0.0139 4 0.0035 2.9466 0.0458 2.8661
NOs-N Dentro de los grupos 0.0236 20 0.0012
Total 0.0375 24




