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“Es imposible interactuar con el agua sin provocarle
algun dafio: esto es un proceso natural. Asi pues,
debemos ver con realismo cudles son los niveles
tolerables de contaminacion del agua respecto al

grado de interaccion que se vaya a tener con ella.”

Dr. Manuel Guerrero Legorreta (El Agua, 1991).

Maestria en ciencias (Energia y medio ambiente) en el Area de Remediacion Ambiental



Estudio del efecto de la concentracidn de CO; en la eliminacidon de Ny P de agua residual de la
UAM lztapalapa, mediante el cultivo de Chlorella sp.

INDICES

Maestria en ciencias (Energia y medio ambiente) en el Area de Remediacion Ambiental



Estudio del efecto de la concentracion de CO; en la eliminaciéon de N y P de agua residual de la
UAM lztapalapa, mediante el cultivo de Chlorella sp.

INDICE DE CONTENIDO

RESUMEN ...ttt st e st e ste st e e s b e e s be eeseeseaseesan e e saeaessesaesses sueaessseassnnssnsaens besanseens
Lo INEFOTUCCION. .ottt ettt ettt e e e e sbesbesteeteeteaassbessaessesbesbensenessenes sesaeraensen
D Y, =Y ol I8 Yo [l TS OO OO SORPRT

2.1 Problematica del agua en €l MUNAO.......ccoi oottt st
2.2 Aguas residuales domésticas €N MEXICO.......ouviiicerereeiiriereirere et

2.3 Tratamiento de agua residual domEéstiCa........ccceeiieeceeveieieiicecece e e e

2.3.1 Sistema de tratamiento de agua residual..........ccccoeeiieieccece s e

2.3.2 Planta de tratamiento de agua residual (PTAR) de la UAM-l.......ccccoeeeeiveecevecrernnen.
2.4 Contaminantes presentes en el agua residual disponibles para biorremediacién...........

2.4.1 Contaminantes NItrOZENATOS. .....cccicceceeee ettt et sttt et s e e n e e anas

2.4.2 Contaminantes fOSTOraTOS. ......cuvvuuueiiieie ettt ettt ettt e st bessae s esteserbesssaresns

2.5 Ficorremediacion

2.4.3 Tipos de biorremediacion

2.5.1 Curva de crecimiento tipica de las microalgas

2.5.2 CoONAICIONES A8 CUITIVO.....oeieieieeieitieeee ettt ettt sttt st et et sresb et s

2.5.2.2 TeMPEIAtUIa.....ciiieee ettt ettt sttt st ea e see et e st sae et e eesaesesbenntesreesssennee s

2.5.2.3 OXIZENO AISUEITO (OD)....eeieeeeierieie e se e ettt ettt ee e s ste s te st st e e e e r s aes e s e e ens
2.5.2.4 Dioxido de carbono (CO2) ...ttt ettt te st et st se e s e n e raes e
2.5.2.5 Potencial de hidrageno (PH).....cccvveeeeeeire ettt e st ea e st ee e
2.5.2.6 NULFIENTES. ..ot e sre e st e bennns

2.5.3 Ficorremediaciéon y productos de valor agregado

2.5.3.1 Potencial de valor agregado ........cccvevevieeeieiniiece et s ssaes vt s

2.5.3.2 Microalgas como fuente de biocombustibles de cuarta generacion...................

11
15
17
18
23
25
26
29
31
31
32
33
34
37
38
40
40
42
45

VIS u) T or=ToiToT oW [=] I o] o) VZ<Tol o o JEUu OO
4. Preguntas de iNVESTIZACION. ... iviiciieei ettt et st e e s s s s ese et e steseesennan
LT o V1o Yo X o< {3 OO TSR TPT
LS ] o1 1=1 1Y/ o 1O OO
6.1 ODJELIVO BENEIAL.....i ittt ettt sttt ettt tesee st e e s eb e et e s ssesesteseesseann saneaseres
6.2 ObjJetiVoSs PArtiCUIGIES.....cvceieeieeeeee et ettt s st s s e er s

7. Metodologia eXPerimeENnTal. ..o it ettt st st b b ea e e sre s beraeateraas

Maestria en ciencias (Energia y medio ambiente) en el Area de Remediacion Ambiental



Estudio del efecto de la concentracién de CO; en la eliminacién de N y P de agua residual de la
UAM lztapalapa, mediante el cultivo de Chlorella sp.

7.1 Diagrama del disefio @Xperimental........c.cveeeeeeeieieis sttt s e r e e 54
7.1.1 Investigacion bibliografiCa........cciieieiecece ettt st s 55
7.1.2 Cepas seleccionadas: caracteristicas de las especies y condiciones de cultivo...... 55
7.1.3 Mantenimiento y propagacion de las cepas de Chlorella sp. .......cccoeceevvvivviceernunnen. 56

7.1.3.1 Disefio del sistema de aireacién para cultivo en botellade 1 L...........cccueue.ee. 57

7.2 Cultivo de Chlorella sp. en medio basado con fertilizantes comerciales..........cccecveeennnens 58
7.2.1 Evaluacion de fertilizantes comerciales como medio de cultivo para la cepa............ 58
7.2.2 Determinacion de las cinéticas de crecimiento.......ccooeceveenrenieeee et 59

7.2.3 Extraccién de lipidos de Chlorella sp. mantenida en medios de cultivo basado en
fertilizantes COMEICIAlIES.........cvevviii 60

7.3 Caracterizacion fisicoquimica del efluente del reactor UASB de la PTAR de la UAM

Iztapalapa como medio de cultivo para ChIorella sp. .........ueeeeeeeeeececeiseeeeeceee e eerens 61
7.3.1 Muestreo del agua reSidUual..........cucveeeeieecece et et e eer et s s 61
7.3.2 Caracterizacion fisicoquimica del agua residual.........ccccevecieininccecie e 61

7.4 Evaluacién del crecimiento y la remocién de nitrégeno y fésforo de agua residual con

Chlorella sp. a diferentes concentraciones de COx.....cecevvueuerereneniniereeiniirteesree e esieeesaeeesaeeas 63
7.5 GADINETO .t e ettt b b st bttt st ebe s 65
8. RESUIAOS Y ISCUSION ..vceeeeeiie ettt sttt sttt ese e et sa st e besbesa et b sebessaeestessnsenns 67
8.1 Mantenimiento y propagacion de las cepas de Chlorella sp. ........cccoeveeeeceececevenreneeeeenne. 68
8.2 Evaluacion de fertilizantes comerciales como medio de Cultivo..........cccoeeeveneinerncecenes 69

8.3 Cinética de crecimiento de Chlorella vulgaris UTEX 2714 en medio de cultivo basado
en fertilizantes COMErCIales ...t e 69

8.4 Contenido lipidico de Chlorella vulgaris UTEX 2714 mantenida en medios de cultivo
basados en fertilizantes COMErCIiales..........ovvuveiiiieiiciin s 73

8.5 Caracterizacion fisicoquimica del agua residual doméstica de la PTAR de la UAM-I......... 75

8.6 Cinética de crecimiento de Chlorella vulgaris UTEX 2714 en agua residual doméstica a
diferentes concentraciones de CO2 ......ouviiinivciniiniiniiens st s 76

8.7 Remocion de nitrégeno y fésforo con Chlorella vulgaris UTEX 2714 en agua residual

doméstica a diferentes concentraciones de COy ...ttt 81
9. CONCIUSIONES.....ovetitcitictc sttt s s s s ssb b st enn b 92
10.REFEIENCIS... .ottt s e s 95
10 ANBXOS ..ottt ettt e b bbb bbb bR e bbbt et eb s 110

Maestria en ciencias (Energia y medio ambiente) en el Area de Remediacion Ambiental



Estudio del efecto de la concentracién de CO; en la eliminacién de N y P de agua residual de la
UAM lztapalapa, mediante el cultivo de Chlorella sp.

11.1 Taxonomia de las especies de ChIOrella Sp. ......cccceueeveeneeiesiesesieces e v e 111
11.2 Mantenimiento A€ |aS CEPAS....cciiiuiieirt ittt ettt e vttt sae st et be s ane s 111
11.3 Determinacion de la concentracion de la demanda quimica de oxigeno (DQO)............ 116
11.4 Determinacion de la concentracion de Nitrato.........ccveeeevreerenenenieece e 117
11.5 Determinacién de la concentracion de Nitrito......c.ocoveeceirecnicenicre e 118
11.6 Determinacion de la concentracion de fosfato.........ccveverneieine e 120
11.7 Curvas estandar de 10S NUEMHENTES......ccourireiierie ettt e e e 122
11.8 Medio de cultivo Bold 3N modificado con pH 7......cceoveiieee et e 124
11.9 Contenido de los fertilizantes comerciales en los experimentos.........ccceeeeveeveveecercesrenns 124
11.10 Curvas estandar de Chlorella vulgaris UTEX 2714 en distintos medios........ccccccoeunn.e. 126

11.11 Curva de crecimiento de Chlorella vulgaris UTEX 2714 en agua residual de la UAM
Iztapalapa, aireada con bomba de aire..........ccooiiiiciiiiiii 128

oY 1] g Lol £ LN 129

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Destino de las extracciones mundiales de agua dulce: Consumo y produccion de

aguas residuales por sector principal de uso del agua, aproximadamente 2010 (WWAP,

P10 17 TR 8
Figura 2. Porcentaje de aguas residuales no tratadas en 2015 en paises con diferentes

niveles de rentasy aspiraciones para 2030 (50% de reduccion sobre la base de 2015)........... 9
Figura 3. Agua residual municipal tratada en México (CONAGUA, 2014)......cccceeveecrecrrrennnne. 11

Figura 4. Esquema de los procesos en serie que conforman el sistema de una planta de
tratamiento de aguas reSIAUAIES........ccciiririrece ettt st st st e s b s eeene s 12
Figura 5. Planta de tratamiento de la UAM lztapalapa: (1) carcamo con rejilla, (2)
desarenador, (3) reactor anaerobio de flujo ascendente o UASB, (4) humedales artificiales,
(5) ozonizador, (6) carcamo con agua residual tratada........ccccceeeereeereeeeeeee e 16

Figura 6. Efecto del pH sobre la proporcién entre amonio y amoniaco (Denmead et al.,

1960 et ereeeeeeeeeeeeeees oo see e s et e e es et e eee et e ettt e eeee s eeeree 19
Figura 7. Efecto del pH sobre el proceso de nitrificacion (Shamas, 1986).........ccccevvererereerenns 21
Figura 8. Efecto de la temperatura sobre la actividad nitrificante (Shamas, 1986)............... 22
Figura 9. Efecto del pH sobre la fraccion molar de fésforo total (Saha, 1996)....................... 24

Maestria en ciencias (Energia y medio ambiente) en el Area de Remediacion Ambiental



Estudio del efecto de la concentracién de CO; en la eliminacién de N y P de agua residual de la

UAM lztapalapa, mediante el cultivo de Chlorella sp.

Figura 10. Remocion de nitrégeno total (NT) y fésforo total (PT), en miligramos por litro
de agua residual doméstica por dia, obtenidos de Choi & Lee, 2012 (1); Dinesh et al., 2015
(2); Su et al., 2012 (3); SU €t @l., 20127 (4).eevveeeeereeeeeeeeeeeseeeeeeeseseeeeeseseeeeseessee s e
Figura 11. Curva de crecimiento tipica de una cepa de microalga, densidad celular
(concentracién de células o biomasa) con respecto al tiempo........ccceeeeveececceriseece s

Figura 12. Capacidad de captura de CO, de diferentes especies de microalgas (Ho et al.,

Figura 15. Informacién contenida en la etiqueta de cada recipiente de las muestras
o1T0] Lo ={ToF 13O SO ST
Figura 16. Esquemas de duplicado y escalado de las muestras bioldgicas: a) Duplicado de
muestra bioldgica o cepa (50 % biomasa + 50 % medio de cultivo en cada tubo), b) Escalado

de muestra bioldgica (100 % biomasa + 100 % medio de cultivo en la botella

Figura 17. Diagrama del sistema de aireacion para el mantenimiento de microalgas, con
UN SOJO PUEBIEO. vttt ieieeeie e sttt et et et st e teste st es s essesaesessereesesse st stesessassassesessarsans esbessesensansaneasas
Figura 18. Diagrama del sistema de cultivo para el experimento de microalgas con
fertilizantes comerciales como medio de cultivo, con un solo puerto de muestreo .............
Figura 19. Sistemas para extraccion de lipidos: a) extractor Soxhlet, b) destilacion del
£0] 1Y7=1 01 USSR SRSPTRPRRRN
Figura 20. Diagrama del sistema de cultivo con tres puertos para el experimento de

microalgas con agua residual como medio de cultivo y suministro de aire con

Figura 21. Curvas de crecimiento de Chlorella vulgaris UTEX 2714 en medios con los
fertilizantes Folim®, Vita® y Bold 3N modificado, a una temperatura de 25+ 2 °C...............
Figura 22. Curvas de pH de Chlorella vulgaris UTEX 2714 en medios con los fertilizantes
Folim®, Vita® y Bold 3N modificado, a una temperatura de 25+ 2 °C....ccveeevevecececeeeenee,
Figura 23. Concentraciéon de biomasa y porcentaje de lipidos extraidos de Chlorella
VUIGAITS UTEX 27 LAttt st sttt et st st s s st st e e et s et et aneane st st e astesbenansaneans
Figura 24. Curvas de crecimiento en densidad celular de Chlorella vulgaris UTEX 2714,

cultivada a diferentes concentraciones de CO2 2 25.5 % 1.0 °C...ueevveevrereeceecnercnienee e,

27

29

36

37
44

56

57

58

59

61

64

70

71

74

76

Maestria en ciencias (Energia y medio ambiente) en el Area de Remediacion Ambiental



Estudio del efecto de la concentracién de CO; en la eliminacién de N y P de agua residual de la

UAM lztapalapa, mediante el cultivo de Chlorella sp.

Figura 25. Cantidad de biopelicula obtenida durante el crecimiento de Chlorella vulgaris
UTEX 2714, cultivada a diferentes concentraciones de COa......cceeeeeerveeeeeneenecevesieesie e
Figura 26. Esquema de la biopelicula de Chlorella vulgaris UTEX 2714, formada a los 36
dias de cultivo a diferentes concentraciones de COx......cueveirerieeirirenenieeireee s eeens

Figura 27. Curvas de pH de Chlorella vulgaris UTEX 2714, cultivada a diferentes
concentraciones de CO2, @ 25.5 1 1.0 °Cuuureeeeececee ettt et et e saesteeteeteetesbessaesaessenes
Figura 28. Curvas de remocioén de nitrato con Chlorella vulgaris UTEX 2714 a diferentes
CONCENErACIONES U8 COguuueuieiuniuierenire ettt et sttt et s ettt be s s et b b et s e ebeseneaeseas
Figura 29. Curvas de remocidn de nitrito con Chlorella vulgaris UTEX 2714 a diferentes
CONCENErACIONES U8 COguueuieiuiuieeuire ettt sttt ettt s et bbb s s et b s e st s et e neneaeneas
Figura 30. Curvas de remocidon de amonio con Chlorella vulgaris UTEX 2714 a diferentes
CONCENErACIONES U8 COguuneuieiuniuierenire ettt ettt sttt et et st b e e s et b s et s e ebeseneneneas
Figura 31. Curvas de remocidn de amoniaco con Chlorella vulgaris UTEX 2714 a diferentes
CONCENLIACIONES T COuuuineue ittt et sttt ettt et sttt eae s et ebe st beb et eresenbebenesbeensereneeses
Figura 32. Curvas de remocion de fosfato con Chlorella vulgaris UTEX 2714 a diferentes
CONCENLIACIONES T COuuueueive ittt et sttt ettt et ettt eae s et ebe st aeb et ebesenbebenesbeensebeneeses
Figura 33. Logaritmo de la concentracion de cada forma de los nutrientes presentes en el
agua residual de la UAM-I en funcidn del pH. Elaboracién propia, con programa MEDUSA
L0 ettt ettt et ea e e bt et e e a e b st tea bt et et e easen she et e ea st e tesut et aeate sreeaeensnn
Figura 34. Curvas de remocion de la concentracion de nitrégeno total (NT) por Chlorella
vulgaris UTEX 2714 a diferentes concentraciones de COz.....cuiueinrereeneeiececeste et s v e
Figura 35. Curvas de remocion de la concentracion de fésforo total (PT)por Chlorella

vulgaris UTEX 2714 a diferentes concentraciones de COz.....cuvrueinrereeneeceeeesteieee s e

INDICE DE TABLAS

TABLA 1. Caracteristicas del reactor UASB de la UAM Iztapalapa (2011)....ccccceecvereveeresurnnne.

TABLA 2. Formas del nitrégeno inorganico, en agua residual doméstica, segiin su estado
de 0XidaCioNn (EPA, 1998)......ccceiieeeeeieietistee st ettt et easste et ess st ssaaessassas sbesessesansesensasesersasenens
TABLA 3. Efecto del pH en la disociacion del NH3; €n agua........ccoeveveeeece e

TABLA 4. Minima y maxima iluminacion, frecuencia de luz y fotoperiodo de distintas
ESPECIES UE MICIOAIGAS. . cueeiieeece ettt et er e st st e n st ete e e et s aebasanis
TABLA 5. Temperatura dptima y cantidad de biomasa obtenida (g/L-d) a esa temperatura,

de distintas especies de MICrOalgas......ccociriririeie it et st st e s e aa s

77

78

79

82

82

83

84

85

86

87

87

16

18
20

32

33

Maestria en ciencias (Energia y medio ambiente) en el Area de Remediacion Ambiental



Estudio del efecto de la concentracién de CO; en la eliminacién de N y P de agua residual de la

UAM lztapalapa, mediante el cultivo de Chlorella sp.

TABLA 6. Cantidad de oxigeno disuelto inicial y final en un determinado tiempo de cultivo
y productividad de biomasa para cuatro diferentes eSpecies.......ccuveeeeeeieceneereene e cveenees
TABLA 7. Especies de microalgas, su velocidad o fijacion diaria de CO; y el crecimiento o
productividad de biomasa (% 0 G/L:d)..c.cceiirireieeeeereeet ettt et sttt e
TABLA 8. Especies de microalgas, su pH éptimo y biomasa producida (g/L-d); diferencia
de pH respecto al tiempo para ChIOrella SP........ucce e veeeceeeeistre ettt
TABLA 9. Algunos medios de cultivo definidos que se utilizan para microalgas...................
TABLA 10. Contenido de compuestos de valor agregado en Chlorella vulgaris en g/100 g
de peso SeCOo (Safi €1 al., 2014) ... et ettt st st n e ra s e r s
TABLA 11. Flujos de CO,, aire y total suministrados a [0S CUltiVOS.......ccceveeurcreieieiniececeen
TABLA 12. Técnicas utilizadas para la medicion de nutrientes en el fotdmetro
MUILiParamMeEtrico HI 83203.........ci oottt sttt s re e st st st saesteste e e steb e benanes

TABLA 13. Escalamiento de las 3 cepas mantenidas en laboratorio, a lo largo de 15

TABLA 14. Solubilidad de los fertilizantes después del ajuste @a pH 7....cccccveveveveececriniinrennn
TABLA 15. Productividad de densidad celular de crecimiento en la fase exponencial y tasa
eSPecCifica de CreCIMIBNTO. ..o e e e s s e b e eseaaean
TABLA 16. Concentracidon de biomasa y porcentaje de lipidos extraidos de Chlorella
VUIGAETS UTEX 2714ttt et ettt st e e ettt e atesbeste e sassas et st s st aseabesbestesesansansesnsansase on
TABLA 17. Temperatura y pH registrados para el influente y efluente del reactor UASB de
[ UAIM-LL ettt st et e et b b st et bbb bbbt et ee b b ene
TABLA 18. Caracterizacion fisicoquimica de las muestras de influente y efluente del
FEACtOr UASB de 18 UAM -l ... ittt sttt et et et s s ettt e st seaas
TABLA 19. Productividades de densidad celular de Chlorella vulgaris UTEX 2714 en la fase
1<y o Yo L T=T o T - | PO OO TSP
TABLA 20. Porcentaje de remocion de N y P en agua residual con Chlorella vulgaris de

estudios reportados €N 1a lItEratUra... ...ttt et et ee e e e s aere e e s aereenes

34

35

38
39

41
63

65

68
69

72

74

75

75

80

89

Maestria en ciencias (Energia y medio ambiente) en el Area de Remediacion Ambiental



Estudio del efecto de la concentracidn de CO; en la eliminacidon de Ny P de agua residual de la
UAM lztapalapa, mediante el cultivo de Chlorella sp.

SIGLAS Y
ABREVIATURAS

Maestria en ciencias (Energia y medio ambiente) en el Area de Remediacion Ambiental



Estudio del efecto de la concentracién de CO; en la eliminacién de N y P de agua residual de la

UAM lztapalapa, mediante el cultivo de Chlorella sp.

°C
v

Mmax

cél
CONAGUA
d

DBOs

DQO

EGSB

EPA

H.Od

HzOr

HI

hm

Hz

Ks

LED

Ln

Lux

Mbio
MO

N- NHs

Grados Celsius.

Constante especifica de velocidad de crecimiento (h?)

Constante mdxima especifica de velocidad de crecimiento (velocidad maxima

de crecimiento por unidad de biomasa) y tiene unidades de tiempo hL.

células.
Comisidn Nacional del Agua en México.

Dia.

Demanda bioldgica de oxigeno después de 5 dias de incubacion a 20 °C.
Demanda quimica de oxigeno.

Electron.

Expanded Granular Sludge Bed (Reactor de Lecho Granular Expandido).

U.S. Environmental Protection Agency (Agencia de Proteccion Ambiental de

Estados Unidos).

Agua destilada.

Agua residual.

Hanna Instrument®.

Hectometro cubico, equivalente a un gigalitro (1 x 10° L).
Hercio o hertz, unidad de frecuencia.
Constante de solubilidad.

Inicial del apellido de Carl Linnaeus, taxdnomo.
Litro.

Light Emitting Diode (Diodo emisor de luz).
Logaritmo natural

Unidad para la iluminancia o nivel de iluminacién equivale a 1 lumen/m3 o0 1

cd - sr/m?.
Peso molar de la biomasa calculado respecto a la composicion de la biomasa.
Materia organica.

Nitrégeno de ién amoniaco.
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N- NH4*
N-NOs
NOM
NP
NPK
NT

oD

pH

pKa

PT
PTAR

RGB

SBR
SEMARNAT
sp.

UASB

UTEX

uv

vvm

Nitrégeno de idn amonio.
Nitréogeno de idn nitrato.

Norma Oficial Mexicana.

Relacion nitrégeno-fésforo.
Relacion nitrégeno-fésforo-potasio.
Nitrégeno total.

Oxigeno disuelto.

Potencial de hidrégeno.

Constante de disociacion 4cida.
Fosforo total.

Planta de tratamiento de aguas residuales.

Red-Green-Blue, al variar la intensidad de corriente de cada led se producen

diferentes colores.
Sequential Batch Reactors (Reactor de Lotes Secuenciales).
Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales.

Especie.

Upflow Anaerobic Blanket (Reactor Anaerobio de Flujo Ascendente, RAFA).

University of Texas at Austin (Universiadad de Texas en Austin).
Luz ultravioleta.

Tasa de aireacidn, flujo de aire entre volumen del liquido (L/min-Lyg).
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RESUMEN

Al proceso de remover contaminantes del agua residual a través del metabolismo de las microalgas
se le conoce como ficorremediacidn, éstas son capaces de remover el nitrogeno y el fésforo
aprovechdndolos para su crecimiento; al ser microorganismos autdtrofos pueden realizar
fotosintesis por ello también son eficientes en la mitigacion de CO,. Entre sus aplicaciones también
se encuentra el aprovechamiento de sus metabolitos (colorantes, proteinas y lipidos), aunque la
produccion de dichos compuestos varia segun la especie y las condiciones de cultivo. Por otro lado,
las microalgas presentan la ventaja de poderse adaptar y cultivar en distintos medios (por ejemplo,
distintos tipos de agua residual o fertilizantes comerciales), aumentando asi su nivel de
sustentabilidad. Entre los 8 y 12 géneros, que se encuentran en aguas residuales y que ademas
tienen una alta capacidad de captacidn de CO,, se encuentra el género Chlorella sp. por lo que fue
seleccionado como sistema modelo del presente estudio con el fin de acoplar la ficorremediacion

con la mitigacion de CO,.

La metodologia se realizé en dos partes: (1) la evaluaciéon de cinco fertilizantes comerciales como
medio de cultivo para lograr una econdmica y alta produccion de biomasa, y (2) la evaluacién de la
cantidad de remocién de N y P del efluente del reactor UASB de la PTAR de la UAM-I a distintas

concentraciones de CO,, por la misma cepa.

La cepa seleccionada en el laboratorio fue Chlorella vulgaris UTEX 2714, ésta se mantenia en Bold
3N modificado y las condiciones de cultivo en las que se tenia eran: agitacion manual diaria,
temperatura y pH iniciales de 26 °Cy 7, respectivamente; ciclos de luz: oscuridad de 12-12 h cada

uno a una intensidad de 570 lux.

La primera parte de la experimentacidn se realizé en matraces Erlenmeyer de 125 mL, con 95 mL de
medio de cultivo con 50% de indculo, por triplicado, durante 12 dias (mismas condiciones de
cultivo). Los 5 fertilizantes comerciales (Scotts®, Miracle-Gro®, Vita®, FixaFol® y Folim®) fueron
ajustados a pH 7 y con una concentracion de nitrégeno de 0.1 g/L, igual que su medio de referencia
(Bold 3N modificado). De los fertilizantes evaluados, los que no presentaron precipitados fueron
Folim® y Vita®; la densidad celular obtenida en el periodo de estudio fue de (8.1 +1.28) x 10° cél/mL
y (3.82 + 0.7) x 10° cél/mL, respectivamente. También se encontré que el contenido de lipidos fue

de 56.79 £ 1.94 % para Folim® y 51.64 + 1.42 % para Vita® (éste se determind con sistema Soxhlet).
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Para el medio de referencia los resultados obtenidos fueron: (6.46 + 1.74) x 10°cél/mLy 40 + 0.11

% de lipidos.

La segunda parte de la experimentacion se realizé en matraces Erlenmeyer de 250 mL, con 200 mL
de medio de cultivo con 50% de indculo, por duplicado, durante 20 dias (mismas condiciones de
cultivo). El sistema fue suministrado con un flujo de aireacion de 0.96 L/min con 0, 2 y 10 % de CO..
La densidad celular alcanzada en el periodo de estudio fue de (1.09 + 0.28) x 107 cél/mL sin CO,
(1.19 + 0.82) x 107 cél/mL con 2 % de CO,y (5.42 + 0.44) x 10° cél/mL con 10 % de CO,. También se
encontré una mayor formacién de biopelicula y biomasa suspendida a 2 % de CO;que siny a 10 %
de CO,, esta fue de: 0.34 £ 0.001 g, 0.23 £ 0.001 gy 0.05 £ 0.001 g, respectivamente. En cuanto a la
remocion de nutrientes se observd un porcentaje de remocién de NT de: 92.28 + 7.88 % sin CO,,
100.00+1.65 % con2 % CO,y 89.22 £6.10 % con 10 % de CO,; y de PT de 81.74 £ 0.08 % de remocidn
sin CO3, 89.04 £ 0.08 % con 2 % CO,y 74.43 £ 0.08 % con 10 % de CO,.

Finalmente se concluyé que el fertilizante Folim® es adecuado como medio de cultivo para Chlorella
vulgaris UTEX 2714 al tener un crecimiento similar al del medio Bold 3N modificado (su medio de
cultivo convencional) y que la misma cepa es capaz de crecer en agua residual con un flujo de 2 %
de CO; como sin él; en cuya concentracion de didxido de carbono, la eliminacién de NT y PT es la
mayor. Por lo que el mejor porcentaje, de los evaluados en éste estudio, para acoplar la eliminacién

de nutrientes y la mitigacidn de CO. con Chlorella vulgaris UTEX 2714 es a 2 %.
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1. INTRODUCCION

Los contaminantes del agua pueden ser de muy diversa indole: residuos sélidos, liquidos o gaseosos;
solidos en suspension, materia téxica, microorganismos infecciosos, etc. Estas sustancias dan al
agua propiedades indeseables como corrosividad, toxicidad, mal olor, mal sabor y mala apariencia
(Guerrero, 1991). Las aguas contaminadas pueden restaurarse a una condicién de reuso, para ello
es necesario identificar su composicién y poder dar asi el tratamiento adecuado para la eliminacion
de cada una de las sustancias indeseables del agua. En ello también se considera el destino final del
agua. Estos tratamientos suelen ser muy complejos y costosos (Guerrero, 1991). Los métodos
aplicados en el tratamiento de efluentes o agua contaminada se clasifican en tres tipos: fisicos,
guimicos y biolégicos; en general, los métodos fisicos y quimicos son mas costosos que los bioldgicos
(Ranuka et al., 2015). Ademds, la mayoria de los métodos quimicos aumentan el pH, la conductividad
y la carga global de la materia disuelta en las aguas residuales, mientras que el biotratamiento o
tratamiento bioldgico de las aguas residuales, el uso de plantas y microorganismos, son una opcion
mas econdmica (Ranuka et al., 2015). De manera general, las aguas con desechos liquidos
procedentes de diferentes sectores industriales (agroindustria, alimentaria, petroquimica) y las
aguas negras municipales son tratadas por via bioldgica (como se mencionara en la seccion 2.2.1
Sistema de tratamiento de agua residual, 4.Tratamiento terciario), en que los microorganismos
juegan un papel importante en el proceso de depuracion de agua residual. Actualmente el uso de
plantas acuaticas, procesos bacteriolégicos y microalgas para la remediacion de agua residual, son
algunas opciones para mejorar la calidad del agua tratada ademas de aumentar la eficiencia de las

plantas de tratamiento (Angelakis et al., 1999; Celis et al., 2005).

La fitorremediacion es el uso de plantas (incluidas las algas o plantas inferiores) y microflora
asociada para la eliminacién o la biotransformacién de contaminantes incluyendo nutrientes,
metales pesados, etc. de las aguas residuales y parecen ser una opcion prometedora. (Ranuka et al.,
2015). El tratamiento de aguas residuales con microalgas, se conoce como ficorremediacidn; es un
término relativamente reciente (John, 2000). La ficorremediacién es particularmente atractiva
porque tiene la capacidad de hacer frente a mds de un problema a la vez. Los atributos
prometedores de las microalgas, son tales como (1) una capacidad fotosintética mayor en
comparacioén con las plantas superiores, (2) tolerancia a condiciones extremas, (3) capacidad para

incorporar el exceso de nutrientes tales como nitrégeno y fésforo de aguas residuales para su

5

Maestria en ciencias (Energia y medio ambiente) en el Area de Remediacién Ambiental



Estudio del efecto de la concentracién de CO; en la eliminacién de N y P de agua residual de la
UAM lztapalapa, mediante el cultivo de Chlorella sp.

crecimiento, por lo que los elimina con facilidad, (4) la capacidad de reducir las emisiones de gases
de efecto invernadero como el didxido de carbono (CO,), y (5) amplias aplicaciones para la biomasa

cosechada.

En el contexto antes descrito, el estudio reportado aqui estd enfocado en determinar la capacidad

de remocién de nitrégeno y fésforo, al acoplarse a la mitigacion de CO,.
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2. MARCO TEORICO

2.1 PROBLEMATICA DEL AGUA EN EL MUNDO

La disponibilidad de agua promedio anual en el mundo es de aproximadamente 1,386 millones de
km3, de los cuales el 97.5 % es agua salada y sélo el 2.5 %, es decir 35 millones de km?, es agua dulce.
De esta cantidad casi el 70 % no estd disponible para consumo humano debido a que se encuentra

en forma de glaciares, nieve o hielo (CONAGUA, 2011).

El agua dulce es el recurso mas importante para la humanidad y estd presente en todas sus
actividades sociales, econdmicas y ambientales. Segin la UNESCO uno de los problemas mas
importantes a nivel mundial de los Ultimos afios, ha sido el abasto de agua para las comunidades en
general, en algunos casos, esto se ha debido a la falta de uso racional por parte de la poblacion

(WWAP, 2017).

La FAO calcula que cada afio se extraen en el mundo unos 3.928 km? de agua dulce. Se estima que
el 44 % de dicha agua (1.716 km? al afio) se consume principalmente en la agricultura a través de la
evaporacion en las tierras de cultivo irrigadas. El 56 % restante (2.212 km? al afio) se libera en el
medio ambiente como aguas residuales en forma de efluentes municipales e industriales y agua de

drenaje agricola (figura 1).

Consumo de agua en la agricultura
Drenzje agricola

Consumo de aguas residuales municipales
Aguas residuales municipales

Consumo de aguas residuales industriales

| Aguas residuales industriales

Figura 1. Destino de las extracciones mundiales de agua dulce: Consumo y produccién de aguas
residuales por sector principal de uso del agua, aproximadamente 2010 (WWAP, 2017).
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Se prevé que la demanda de agua en el mundo entero aumente en las préximas décadas. Ademas
de la demanda de agua en el sector agricola, que es responsable del 70 % de la captacién de agua a
nivel mundial, se prevén grandes aumentos en la demanda de agua, en particular para la industria

y la produccidn de energia (WWAP, 2015).

Tener demasiada agua (inundaciones) o extrema escasez (sequia), lo que a menudo va acompafiado
de agua demasiado sucia (concentraciones mas elevadas de contaminaciéon en ambos extremos),
hace que la necesidad de aprovechar las aguas residuales sea ain mayor. La ONU afirma que, con
el fin de garantizar el suministro de agua, se deben proteger los sistemas hidricos vulnerables,
reducir el impacto de desastres como las inundaciones y las sequias, garantizar el acceso al aguay

sus servicios, y gestionar de forma adaptada y equitativa los recursos hidricos (WWAP, 2015).

En todos los paises, excepto los mas desarrollados, la mayor parte de las aguas residuales se vierte
directamente al medio ambiente sin un tratamiento adecuado, es decir, aproximadamente solo dos
terceras partes de la poblacion mundial tienen acceso al saneamiento mejorado (UNICEF/WHO,
2015). Esto tiene repercusiones negativas en la salud humana, la productividad econdmica, la
calidad de los recursos de agua dulce ambiental y los ecosistemas. Otra desventaja son los costes
de recolecta que ascienden a mas del 60 % del presupuesto total de la gestion de las aguas
residuales, en particular en comunidades con baja densidad de poblaciéon (Massoud et al., 2009),
debido a las diferencias en los niveles actuales de tratamiento de las aguas residuales, supondran

una carga econdmica mayor para los paises con rentas bajas y medio-bajas (Figura 2).

|

; 46
Paises pobres a
92

36

Paises de rentas medio-bajas 1 72

1

Paises de rentas medio-altas

- 15 B Aguas residuales no tratadas en 2030 (aspiraciones)
Paises ricos 1 30 [ Aguas residuales no tratadas en 2015 (datos de referencia)
_
0 20 40 60 80 100

Tratamiento de aguas residuales (%)

Figura 2. Porcentaje de aguas residuales no tratadas en 2015 en paises con diferentes
niveles de rentas y aspiraciones para 2030 (50 % de reduccidn sobre la base de 2015).
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Mejorar la gestion de las aguas residuales serd fundamental para el crecimiento verde,
especialmente en el dmbito de la Agenda 2030 para el Desarrollo Sostenible. La Meta 6.3
de los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) aboga explicitamente por la reduccién de la
contaminacion y mejoras en el vertido, gestion y tratamiento de las aguas. Segun la UNESCO (2017)
las aguas residuales pueden ser una fuente rentable y sostenible de energia, nutrientes y materia
orgdnica, entre otros subproductos utiles. Los potenciales beneficios de la extraccidon de dichos
recursos van mucho mas alla de la salud humana y medioambiental, con posibles repercusiones en
la seguridad alimentaria y energética, asi como también en la mitigacion del cambio climatico

(WWAP, 2017).

En América Latina y el Caribe el 80% de la poblacién vive en areas urbanas, esta es una de las
regiones mds urbanizadas del mundo, y se espera que se urbanice aln mas, ya que se prevé que en
el afio 2050 el 86 % de su poblacién viva en ciudades (UNDESA, 2014). Unicamente Chile trata
practicamente todas sus aguas residuales urbanas, mientras que en grandes ciudades como Buenos
Aires, Bogota, Lima, México y San Pablo existen planes ambiciosos para la ampliacion de las obras
de tratamientos de aguas residuales, pero en su mayoria han sido aplazados por muchos afios

debido a restricciones presupuestarias e institucionales.
2.2 AGUAS RESIDUALES DOMESTICAS EN MEXICO

En México el tratamiento de agua residual ha tenido principalmente: déficit de infraestructura, altos
costos de instalacion, operacion y mantenimiento, asi como falta de personal capacitado (Castafieda
Villanueva & Flores Lépez, 2013). En el afio 2014, segln datos de CONAGUA (Comision Nacional del
Agua), el total de aguas residuales generadas en México fue de 7.26 mil hm?3/afio, y las 2287 plantas
de tratamiento de aguas residuales (PTAR) municipales que se encuentran en operacion dentro del
pais solo trataron 3.34 mil hm3/afio, es decir el 46.2 % de agua residual, que fue recolectada en el
sistema de alcantarillado; el 45 % es recolectada en alcantarillado, pero no es trataday el 9 % no es

recolectada ni tratada (Ver figura 3).

En México, se utilizan varios parametros expresados en la normatividad oficial vigente, contenidos
principalmente en las normas oficiales mexicanas: NOM-001-SEMARNAT-1996, NOM-002-
SEMARNAT-1996, NOM-003-SEMARNAT-1997 y NOM-004-SEMARNAT-2002 para cuantificar el
grado de contaminacion y poder establecer el sistema de tratamiento de agua residual mas

adecuado.

10

Maestria en ciencias (Energia y medio ambiente) en el Area de Remediacién Ambiental



Estudio del efecto de la concentracién de CO; en la eliminacién de N y P de agua residual de la

UAM lztapalapa, mediante el cultivo de Chlorella sp.

Agua residual generada en México (7.7 mil km3/afio)

m Mo recolectado en alcantarillado
(0,66 mil km3/afio)

m Recolectado en akantarillado sin
tratar (3.26mil km3/afio)

m Recolectada en alcantarillado y
tratada en PTAR (3.34 mil km3/afia)

Figura 3. Agua residual municipal tratada en México (CONAGUA, 2014).

2.3 TRATAMIENTO DE AGUA RESIDUAL DOMESTICA

2.3.1 SISTEMA DE TRATAMIENTO DE AGUA RESIDUAL

Una planta de tratamiento de agua residual (PTAR) es un sistema que consiste de una serie de

procedimientos fisicos, quimicos y bioldgicos (figura 4), que tratan de devolver al medio natural el

agua que fue empleada para diferentes usos (Eilbeck & Mattock, 1987; Ramahlo, 1991).

1. Pretratamiento: tiene por objetivo separar los sdélidos en suspensién o flotantes. Es la

primera etapa de la descontaminacion y utiliza procesos fisicos, en esta fase se remueven

los solidos presentes en las aguas residuales (basura), a través de rejas, rejillas o

desarenadores (particulas pesadas como arenas, grava y semillas) (Kelly, 1998).

Los mecanismos de pretratamiento son:

e Desbaste o retencion. A través de rejas finas o gruesas se separan los materiales mas

voluminosos. Posteriormente mediante una cinta trasportadora se depositan en

contenedores para su transporte a vertederos municipales o incineradoras.

e Desarenado. En esta parte del sistema el agua residual circula en camaras a velocidades

controladas y relativamente bajas para provocar el depdsito o precipitacion de arenas en
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el fondo para su posterior extraccion y eliminacion. Para evitar malos olores se procede a
inyectar aire durante este proceso
e Desengrasado. Se procede a la eliminacion de grasas, aceites, y otros materiales flotantes.

Su mecanismo es similar que el anterior.

AGUA Pretratamiento Lal 2r2miento Tratamiento Tratamiento Tratamiento  |mgpl AGUA
RESIDUAL Primario Secundario Terciario Final DEPURADA

Figura 4. Esquema de los procesos en serie que conforman el sistema de una planta de tratamiento de
agua residual.

2. Tratamiento Primario: tiene por objetivo separar sdlidos y materiales no disueltos (ej.:
grasas, coloides), ademas de la neutralizacion, a través de procesos fisicoquimicos y también

se busca estabilizar el flujo (Kelly, 1998; Ramahlo, 1991).

Incluye normalmente la neutralizacién de pH, regulacién de caudal y estabilizacion térmica
(Ramahlo, 1991). La variedad de sistemas disponibles comercialmente es muy amplia. Los

sélidos se eliminan usando mecanismos de sedimentacion o floculacidn (Kelly, 1998).

3. Tratamiento Secundario: El objetivo de esta etapa es el de eliminar la materia organica
solubilizada (como una fuente de carbono para microorganismos) por medio de procesos
bioldgicos aerobios y/o anaerobios (Davis & Cornwell, 1991; Kelly, 1998; Eilbeck & Mattock,
1987).

Estos procesos son utilizados en los sistemas de tratamiento bioldgico de efluentes
contaminados con material orgdnico bioutilizable. Las diferencias entre los diferentes
procesos se manifiestan en el tipo de microorganismos utilizados, la configuracién de los
biorreactores, su modo de operacion y el tipo de actividad biolégica presente (Davis &

Cornwell, 1991).

En estos sistemas, los contaminantes orgdnicos son degradados por organismos que los
transforman en compuestos mds simples, de facil eliminacién (ej.: CO,, CHa) o los incorporan
a procesos de sintesis de material celular y, por lo tanto, son concentrados en la biomasa.

Esta ultima puede entonces ser eliminada con mas facilidad por procesos de separacién
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solido-liquido (Eilbeck & Mattock, 1987). Los microorganismos juegan un papel fundamental
en esta etapa del sistema de tratamiento de residuos liquidos. En términos generales, los
microorganismos heterdtrofos necesitan carbono (C), nitrégeno (N), fésforo (P) y trazas de
metales para llevar a cabo las reacciones metabdlicas y reproducirse. Dichos
microorganismos se clasifican en aerdbicos (requieren del O, del aire para sobrevivir) y

anaerdébicos (no requieren de O, para sobrevivir) (Kelly, 1998).

Opciones de Tratamiento Anaerobio o Anaerdbico:

Reactor Anaerobio de Flujo Ascendente (RAFA o UASB, por sus siglas en inglés, Upflow
Anaerobic Sludge Blanket). El flujo ascendente del agua mantiene en suspension a la masa
bacteriana que forma granulos o fléculos de facil sedimentacion, permitiendo un buen
contacto entre las particulas de materia organicay las bacterias, facilitando su digestion. Se
pueden manejar cargas organicas superiores a 4 kg/m3-d y con agua con 600 mg/L hasta
50,000 mg/L de DBOs (Seghezzo et al.; 1998).

Reactor de lecho de lodos granular expandido (EGSB, por sus siglas en inglés, Expanded
Granular Sludge Bed). En él se lleva a cabo un tratamiento a altas velocidades ascensionales;
estd equipado con un sedimentador para recuperar la biomasa que haya salido del reactor
con el efluente. Puede manejar cargas organicas mayores a 10 kg/m3-d y agua con 10,000 a
50,000 mg/L de DBOs (Kelly, 1998).

Filtro Anaerobio Percolado. Equipo en el que la biomasa se encuentra fija en un soporte para
resistir las fuerzas ascensionales altas. Indicado para agua residual donde la materia
orgdnica en suspension sea minima y la mayor parte de la DBOs sea por materia disuelta
(Massouda et al., 2009).

Reactor Anaerobio de Contacto. Es un reactor de baja tasa para la digestion orgdnica, que
requiere de alto tiempo de retencidn hidraulica (tiempo en que el agua residual permanece
en depuracién en una etapa definida). Indicado para la digestién de lodos provenientes de

plantas aerobias o lodos primarios, asi como para residuos disueltos (Massouda et al., 2009).

Opciones de Tratamiento Aerobio o Aerébico:
Sistemas Lagunares. Son sistemas muy lentos de tratamiento de agua residual que imitan
los procesos naturales: se construyen lagunas donde el agua residual pasa un largo tiempo

durante el cual se ird depurando (retencion hidrdulica). En estos sistemas los
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microorganismos presentes pueden ser aerobios, anaerobios y/o facultativos (que pueden
sobrevivir con una limitada cantidad de O,). La planta lagunal opera a bajo costo, requiere
de grandes extensiones de terreno y tiene la desventaja de generar olores desagradables y
de atraer insectos. Es recomendada en aguas con baja contaminacién como las sanitarias
municipales (Steinmann et al., 2003).

Humedales. Utilizan vegetacion (plantas superiores, principalmente acuaticas) para el
tratamiento del agua residual. Estdn basados en la acumulacion de bacterias en el sustrato
gue mantienen las plantas y las raices. Necesitan dreas muy grandes, tienen la ventaja de
ser muy sencillas de operar (Steinmann et al., 2003).

Sistemas de lodos activados. Son los sistemas aerobios mds utilizados. El agua pasa por un
reactor en el que se esta suministrando oxigeno mediante aireacién, permitiendo la
produccion de una gran cantidad de bacterias que degradan la materia organica del agua.
Estos sistemas llegan a niveles muy altos de depuracién, requieren de altas cantidades de
energia para suministrar el aire que necesitan las bacterias y generan una alta cantidad de
lodos. Sirven para todo tipo de agua residual que contenga contaminantes organicos (Nia et
al., 2009).

Reactores de lotes secuenciales (SBR, por sus siglas en inglés, Sequential batch reactors): Es
una variante del proceso de lodos activados que ocupa varios tanques dispuestos en
paralelo y conectados en serie, en los que se lleva a cabo el proceso. Todas las etapas del
proceso, como aireacién y sedimentacidn, se realizan en el mismo tanque. Este sistema
permite un buen control del proceso, asi como incorporar etapas andxicas para lograr la
nitrificacién y desnitrificacion en caso de que haga falta (Nia et al., 2009).

4. Tratamiento Terciario: es esta etapa se reducen o eliminan nutrientes como compuestos
disueltos o iones de S, N y P, asi como metales pesados por medio de procesos fisicos,
quimicos y/o bioldgicos (Ramahlo, 1991).
En esta etapa se ocupan métodos avanzados, complementarios o alternativos para extraer
materia organica suplementaria no eliminada anteriormente o para reducir nutrientes con
N, P en forma de sus sales inorgénicas disueltas (NH4*, NO3,, NO>- y PO43), por procesos de
filtracion, decantacidn o bioldgicos, estos ultimos serdn mas ampliados en la seccién 2.3
(Ramahlo, 1991).

5. Tratamiento Final: El objetivo principal de esta etapa es la desinfeccion y eliminacion de

patdgenos a través de varios procesos, quimicos o fisicos (Davis & Cornwell, 1991).
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El proceso de desinfeccion es un tratamiento final destinado a evitar problemas de salud
debido a la existencia de bacterias y virus patdgenos en el agua. Su aplicacién esta en
funcién del grado de eficacia de los tratamientos anteriores, principalmente de los procesos

biolégicos de remediacién de agua.
Algunos procesos para el tratamiento final son:

Utilizacion de sustancias para la desinfeccion del agua. Como el cloro (Cl,), didxido de cloro
(ClO,), hipoclorito (OCI’), ozono (0O3), halégenos, por ejemplo, bromo (Brz) o iodo (1), cloruro
de bromo (BrCl), metales como el cobre (Cu®*) o la plata (Ag*), permanganato potasico
(KMnOQ,), fenoles, alcoholes, jabones y detergentes, sales de amonio, perdxido de hidrogeno

y distintos acidos y bases en cantidades controladas y previamente bien calculadas.

Utilizacion de medios fisicos para la desinfeccion del agua. Tales como la constante

exposicidn a la luz ultravioleta (UV), radiacion electrénica, rayos gamma, sonido, y calor.

2.3.2 PLANTA DE TRATAMIENTO DE AGUA RESIDUAL (PTAR) DE LA UAM-I

En la Universidad Auténoma Metropolitana Unidad Iztapalapa (UAM-I), en 1989 fue construido un
reactor anaerobio de lecho de lodos de flujo ascendente (UASB) de 50 m3 (figura 5), para el
tratamiento de una fraccion de las aguas residuales generadas en la Unidad (Cervantes-Zepeda
et al., 2011). El reactor se ubica en la Planta Piloto 9, este reactor es de tipo RAFA o UASB, tiene una
capacidad de 30 litros (como minimo de agua residual, sin contar la biomasa) y estd tratando agua
a una concentracion aproximada de 700 mg de Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) por litro
(medida de la materia organica contaminante presente en las aguas residuales). Se le introducen
180 L de agua por dia y estd operando a 5 h de tiempo de retencidn (tiempos cortos en comparacion
con otros sistemas) con lo que se han obtenido eficiencias de remocion de materia organica del 40

% (ver tabla 1) (Salinas Gutiérrez, 2007).

Posteriormente se instalaron dos humedales artificiales de flujo combinado que sirven como
postratamiento al agua residual proveniente del reactor UASB. En ellos se encuentran cultivos,
distribuidos al azar, de tres especies de plantas, Juncus effusus L. (carrizo), Cyperus papirus L.
(papiro) y Sparaxis bulbifera L. (Iridaceae), las cuales pueden tener un valor agregado adicional
como materia prima o como vegetacion de ornato.
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PTAR de la Universidad Autonoma Metropolitana Iztapalapa,
Go gle Maps Ciudad de México

Imagenes @ 2016 Google,Datos del mapa @ 2016 GoogleINEGI  5m

Figura 5. Planta de tratamiento de la UAM Iztapalapa: (1) carcamo con rejilla, (2) desarenador, (3)
reactor anaerobio de flujo ascendente o UASB, (4) humedales artificiales, (5) ozonizador, (6) carcamo

con agua residual tratada.

El agua residual de la UAM-I proviene basicamente de la cafeteria, sanitarios y laboratorios. Dentro
de la unidad hay cerca de 17,000 usuarios que generan aproximadamente 200 mil L/d. Una vez
tratada el agua, si cumple las especificaciones de la NOM-003-ECOL-1997, que establece los limites
maximos permisibles de contaminantes para las aguas residuales tratadas que se reusen en servicios

al publico, se utiliza para riego de areas verdes del drea deportiva de la UAM-I.

TABLA 1. Caracteristicas del reactor UASB de la UAM lztapalapa (2011).

PARAMETRO UNIDAD REACTOR UASB
Tiempo de retencion hidraulica h 5
Productividad de CH,4 L/LR-d" 0.016
[DQO] total mg™*/L 320
[DQO] soluble mg""/L 70
INFLUENTE EFLUENTE
[Sélidos suspendidos totales] mg/L 60+ 8.6 45+8.7
[SO42] mg/L 120 90
[NH4*] mg/L 60 70
[PO4*%] mg/L 18 20
“litro de metano por litro de reactor por dia
““miligramos de oxigeno (0,)
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2.4 CONTAMINANTES PRESENTES EN EL AGUA RESIDUAL DISPONIBLES PARA BIORREMEDIACION

Las sustancias contaminantes presentes en el agua residual doméstica pueden estar en forma
disuelta, de particulas decantables o en un estado fisico intermedio determinado coloidal o en
suspension. En cualquier caso, la mayor parte de los compuestos presentes en un agua residual
doméstica estan constituidos por materia organica e inorganica, nutrientes y microorganismos; una
considerable parte de estos componentes se encuentra en forma particulada y, cominmente, se

valora mediante la concentracidn de materia en suspensién (Christensson, 2011).

En general, el agua residual doméstica contiene un 99.9 % de agua; la materia sélida esta constituida
en un 70 % por sustancias organicas como proteinas, grasas y carbohidratos; mientras que el 30 %

restante es materia mineral insoluble (sustancias inorganicas) como la arena, la arcilla y las gravas.

Las sustancias orgdnicas de un agua residual doméstica estdn constituidas mayoritariamente por
materia fecal, siendo la contribucion diaria de DBOs (Droste, 1997). Ademas, también contienen
hidratos de carbono (celulosa, almiddn y azlcares), grasas y jabones (sales metdlicas de los acidos
grasos), detergentes sintéticos, proteinas y sus productos de descomposicion (urea, glicina y
cisteina) asi como hidréxido de amonio y sales amoniacales procedentes de la descomposicidn de

complejos orgdanicos nitrogenados (Rivas, 1978).

La cantidad de materia volatil ofrece una estimacion del contenido de materia organica (MO) de un
agua residual. Sin embargo, para obtener un valor de MO mads preciso es necesario evaluarlo
mediante la determinacion de la cantidad del oxigeno requerido para oxidar completamente la
materia orgdnica a CO,, H,0 y NHs (Ecuacién 1) (Droste, 1997). Los microorganismos heterdtrofos
utilizan la materia organica presente en el agua residual como fuente de carbono para la sintesis

celular.

MO + 0, + nutrientes - CO, + NH; + C5H;NO, + otros productos (Ecuacién 1)

Los compuestos inorganicos que son capaces de representar una amenaza seria de contaminacion
son pocos Yy, ademas, es factible realizar ensayos sencillos para detectar aquéllos que resultan mas
dificiles de eliminar. El nitrégeno y el fésforo son los compuestos inorgdnicos mds importantes para
el control de la calidad de las aguas residuales. La mayor parte del nitrégeno y del fésforo total de

un agua residual doméstica se encuentra en su fraccién soluble (nitratos, amonio, polifosfatos y
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ortofosfatos); el nitrégeno de los efluentes de las PTAR proviene principalmente de las conversiones
metabdlicas de los compuestos derivados de los excrementos (urea y proteinas), mientras que el 50
% o mas del fésforo procede de los detergentes sintéticos (Horan, 1993). El nitrégeno y el fésforo
son los factores considerados tipicamente como claves para el control de los problemas de
eutrofizacién; en ciertas circunstancias, la eliminacidon del nitrégeno y del fésforo se puede

considerar como limitante del crecimiento de algas (EPA, 1998).
2.4.1 CONTAMINANTES NITROGENADOS

El agua residual doméstica contiene nitrégeno orgdanico, en forma de proteinas, acidos nucleicos y
urea, o bien en forma de nitrégeno amoniacal. Alrededor del 60 % del nitrégeno presente en un
agua residual bruta estd en forma orgdnicay el resto en forma amoniacal. La tabla 2 indica diferentes

compuestos de nitrégeno segun su estado de oxidacion.

La presencia de nitrégeno en el agua residual puede ser indeseable por varias razones: 1) el
amoniaco libre es toxico para los peces y muchos otros organismos acudticos y 2) el nitrogeno
amoniacal ejerce una demanda de oxigeno muy elevada (4.57 mg O,/ mg N-NH,* oxidado) pudiendo
agotar el oxigeno disuelto de la masa de agua (9 mg O>/L a 20 °C). La toxicidad del amoniaco en
solucién es directamente atribuible a la especie NHs, cuya concentracién aumenta con el pH y la

temperatura del agua (Horan, 1993).

TABLA 2. Formas del nitrégeno inorgdnico, en agua residual

domeéstica, segln su estado de oxidacidn (EPA, 1998).

Compuestos de nitrégeno | Férmula | Estado de oxidacion
Amoniaco NHs -3
Amonio NH4* -3
Nitrégeno gas N, 0
Nitrito NOy +3
Nitrato NOs +5

La transformacidon de estos compuestos puede ocurrir por diferentes mecanismos: fijacidn,
amonificacion, aminacion, nitrificacion y desnitrificacion (EPA, 1998). La fijacion de nitrogeno
(ecuacion 1.1) consiste en la incorporacion de nitrégeno gaseoso en un compuesto quimico (NH4*)

qgue puede ser utilizado por plantas y animales.
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N, + 8H* + 6e~ — 2NH; + 2H* — 2NH,*

(Ecuaciéon 1.1)
ATP ~ ATP

El primer producto de la reaccidon de fijacién es NHs; (amoniaco), pero éste es rapidamente
protonado, formandose NH4*, lo cual es favorecido por el pK (9.25) de la reaccién, de tal manera
gue el amonio es la especie predominante a los pH fisioldgicos y el que toma parte en las reacciones
de asimilacion (Sprent & Sprent, 1990). En soluciones acuosas la relacion NHs/NH;" también

depende del pH (figura 6).
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Figura 6. Efecto del pH sobre la proporcién entre amonio y amoniaco

(Denmead et al., 1960).

La amonificacion es el proceso de transformacidn del nitrégeno orgdnico a formas amoniacales y
ocurre normalmente durante la descomposicién de tejidos animales y vegetales y de la materia fecal
animal. El amoniaco en agua existe principalmente como el ion amonio (NH4") y como hidrdxido de
amonio (NH4OH) (Ecuacién 1.2). Este ultimo es altamente téxico para muchos organismos,

especialmente para los peces.

NH;~ + H,0 2 NH,* + OH™ 2 NH,OH (Ecuacién 1.2)

Las proporciones de NHs* a NH4OH en ambientes acuaticos son determinadas por el efecto que
ejercen el pH y la temperatura sobre su razén de disociacion. El efecto del pH sobre la disociacién

del amoniaco (NHs) en agua esta descrito en la tabla 3.
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TABLA 3. Efecto del pH en la disociacion del NHs en agua.

pH [NH4"] | [NH,0H]
6 3000 1
7 300 1
9 30 1

9.5 1 1

Aunque el NH;" constituye una buena fuente de nitréogeno para las plantas, muchas algas y
macrdfitas localizadas en ambientes eutréficos crecen mucho mejor a expensas de nitrato, aun
cuando se requiere que el nitrato sea reducido posteriormente a amoniaco; esto se debe en gran
medida a la toxicidad del NH4OH producido a pH altos, como son los valores de pH que se observan

durante periodos de alta actividad fotosintética en ambientes eutroéficos.

La aminacidon es un proceso bioquimico que usa el amonio o el nitrato para formar
proteinas vegetales y otros compuestos que contienen nitrégeno; los iones de nitrato penetran en
las células de las plantas y microorganismos, donde son nuevamente reducidos a iones amonio y
transformados en componentes que contienen carbono para producir aminodcidos y otros

componentes organicos ricos en nitrégeno (ecuacion 1.3).

NO;~ - NH,~ - NH,* - CgHgNO,

(Ecuacién 1.3)
NADP + H* ~ NADP* ADP+H* ~ NADPt* ATP ~ ADP

La nitrificacion es la oxidacidn biolégica del nitrégeno amoniacal. Este proceso se realiza en dos
etapas, en la primera el ion amonio se oxida a nitritos (ecuacién 1.4) y luego éstos son oxidados a
nitratos (ecuacion 1.5). Las reacciones de transformacidon las realizan principalmente
microorganismos autétrofos, que utilizan el carbono inorgdnico como fuente de carbono celular;
generalmente los dos géneros de bacterias autdtrofas aerobias Ilamadas nitrificantes son

nitrosomonas y nitrobacter.

2NH,* + 30, + 4e” - 2NO, ™ + 2H,0 + 4H* + energia (Ecuacién 1.4)
Nitrosomonas '

2NO,” + 0, - 2NO3™ + energia

Nitrobacter (Ecuacion 1.5)

Teniendo en cuenta los procesos de obtencién de energia y de sintesis celular, la ecuacion global de

nitrificacion se puede escribir como sigue (Randall et al., 1992):
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55NH,* + 760, + 109HCO;~ - C<H,NO, + 57H,0 + 54NO,” + 104H,C0; (Ecuacién 1.6)

Generalmente la produccién de bacterias nitrificantes es muy pequefia en comparacion con la de

las bacterias heterdtrofas (Ecuacion 1).

El proceso de nitrificacion es afectado por el pH. Se han reportado diferentes valores de pH dptimo
para el proceso de nitrificacion; no obstante, se observa una tendencia marcada en la cual, segin
disminuye el pH, la razén de nitrificacidon también disminuye (Shammas, 1986). Generalmente el pH
Optimo para este proceso se encuentra entre 8 y 9. Los limites de tolerancia minimo y mdximo estdn

entre 5.5y 6.7 y entre 9.6 y 10.4, respectivamente (figura 7).
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Figura 7. Efecto del pH sobre el proceso de nitrificacion (Shamas, 1986).
La razdn de nitrificacion es afectada ademas por la temperatura (figura 8). La actividad maxima de
nitrificacion se registra a lo largo de un intervalo amplio de temperaturas, que por lo general se
extiende de 15 a 35 °C. Cuando la temperatura desciende de los 15 °C, la razén de nitrificacidn cae

abruptamente, reduciéndose a un 50 % cuando la temperatura baja a 12 °C.
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Figura 8. Efecto de la temperatura sobre la actividad nitrificante (Shamas, 1986).

La desnitrificacion es un proceso de reduccion biolégica del nitrato a nitrégeno gas. Durante el
proceso de reduccion, el nitrato se transforma inicialmente en nitrito y éste en éxido nitrico, 6xido
nitroso y finalmente en nitrégeno gas que se libera a la atmodsfera (ecuaciones 1.7 y 1.8). Los
organismos responsables de esta reaccidn son principalmente heterétrofos aerobios facultativos,
gue pueden adaptarse a las condiciones del medio en que se encuentran. En condiciones andxicas
estas bacterias son capaces de utilizar los nitratos y los nitritos como aceptores de electrones en

lugar del oxigeno disuelto (EPA, 1993).

NO;~ - NO,” - NO->N,0-> N, (Ecuacién 1.7)
4’NO3_ +5C+ 2H20 - 2N2 + 4HC03_ + COZ (Ecuacién 18)

Los nitritos y los nitratos actian como aceptores de electrones, mientras que el sustrato es el
carbono contenido en la materia organica. La ecuacién 1.8 muestra la reaccién global de oxidacion

y de sintesis del proceso, utilizando una fuente organica genérica (simbolizada por C).

Finalmente, el nitrogeno es aceptado en las vias metabdlicas de las microalgas en forma de amonio,
mientras que la asimilacion de nitrato requiere de la transformacién de nitrato a nitrito y luego a
amonio mediante cuatro pasos de reduccidn que requieren energia, resultando mas favorable para
las microalgas usar el amonio cuando éste esta disponible.
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Un aspecto ampliamente debatido en la actualidad es la regulacién del complejo NADH-nitrato
reductasa (enzima producida por Chlorella). Syrett & Morris (1963) han demostrado que la
asimilacion de nitrato por Chlorella vulgaris es inhibida por la presencia de amonio y que esta
inhibicidn se revierte tan pronto como el amonio se asimila. No pudieron sacar alguna conclusién
especifica acerca del mecanismo de este proceso, pero si observaron que el amonio inhibia la
primera etapa de la asimilacién del nitrato, es decir, la reduccién del nitrato a nitrito. En cambio, en
plantas superiores, Schrader y Haheman (1967) encontraron que el amonio no erainhibidor efectivo
de la actividad o sintesis de la enzima nitrato reductasa. Aunque se ha defendido repetidamente

que el nitrato es el inductor nutricional del nitrato reductasa de algas.
2.4.2 CONTAMINANTES FOSFORADOS

La incorporacion de fésforo en aguas residuales domésticas ha aumentado de forma notable en los
ultimos tiempos como consecuencia de su uso en abonos agricolas y en detergentes y otros
productos de uso doméstico (fertilizantes, pesticidas y repelentes). El fésforo es esencial para la
vida, siendo imprescindible para la sintesis de los dcidos nucleicos y de los fosfolipidos; una baja
concentracidén de fésforo en el medio limitara el crecimiento biolégico e impedira la eliminacién de

la materia organica (Grady & Lim, 1980).

El fésforo presente en las aguas residuales domésticas proviene principalmente de la materia fecal
humana (50-65 %), de los vertidos de residuos alimenticios y de los compuestos de fosfato
inorganico contenidos en los detergentes y los productos de limpieza (30-50 %). Su concentracidn
tipica es del orden de 10-30 mg P/L. El fésforo se puede encontrar en tres formas distintas: fésforo

orgdanico (especies particuladas), ortofosfatos y polifosfatos (especies disueltas).

Con objeto de no tener en cuenta la dilucion mas o menos elevada de las aguas residuales, es
conveniente relacionar la concentracién de fésforo con la de la DBOs. Un examen de diversos
estudios manifiesta que la relacién P/DBOs varia del 3.2 % al 6.6 %, en el caso de aguas residuales
domésticas (Shire & Kustka, 2015; Mueller et al., 1996). La absorcién celular del fésforo por los
microorganismos se da en solucién acuosa generalmente como iones ortofosfatos: HPO42 0 H,PO4
1, Para el caso del sistema de PO43, el conjunto de equilibrios de disociacion acida esté descrito por

las ecuaciones 2 a 2.2:
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H;PO, 2 H,PO,” + H* pK, =21 (Ecuacion 2)
H,P0,” 2 HPO,*” +H™* pK,, = 6.25  (Ecuacién 2.1)

HPO,*” 2 PO,>” + H* pK,, =11.71  (Ecuaci6n 2.2)

La forma en la cual el fosforo es absorbido por los microorganismos es afectada por el pH (figura 9),
es decir, en un pH mas alto predomina la forma H,PO4 en un pH mds bajo no se encuentra en el
medio acuoso. Cuando las fracciones molares de las especies predominantes se igualan, las
concentraciones de las especies de cada par, HsPO4/H,P0O4~, H,POs/HPOLZ y HPO4*/P0O,*, son
iguales. Se observa también que todas las especies de PO4> predominan en un cierto intervalo de

pH.
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Figura 9. Efecto del pH sobre la fraccién molar de fésforo total (Saha, 1996).

El fésforo en forma de ortofosfatos (PO43) es un factor limitante del crecimiento de muchos de los
microorganismos presentes en los tratamientos secundarios de las PTAR, especialmente en sistemas
de fangos activados, los microorganismos lo incorporan en su tejido celular en forma de compuestos
organicos fosfatados. La biomasa contiene entre 1.5y 2.0 % de fésforo (referido a materia seca). Sin
embargo, existen ciertos microorganismos capaces de asimilar fésforo en proporciones superiores
a las correspondientes a los requisitos nutritivos normales bajo condiciones aerobias,
almacenandolo en forma de granulos de polifosfatos denominados volutina, es decir, granulos de

polifosfatos de aspecto cristalino presentes en el protoplasto (organelo celular) de las
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Cyanobacterias (Shire & Kustka, 2015; Mueller et al, 1996). Las primeras observaciones del
fenédmeno se registraron en el aino 1955, pero no fue hasta finales de 1965 cuando se confirmé que
el fenédmeno es de tipo biolégico, puesto que alrededor del 80 % de la eliminacién de fésforo se
produjo sin adicién de sustancias quimicas. Este fendmeno fue denominado inicialmente como
Luxury Uptake (absorcion lujosa) por Levin y Shapiro en 1965 (Shire & Kustka, 2015). Es posible
optimizar tanto la Luxury Uptake como la concentracién de biomasa, esto quedé demostrado para
microalgas (Scenedesmus sp. y Chlorella sp.) por Powel et al. (2011) observaron que (1) el fosforo
acumulado se consume durante la etapa exponencial del crecimiento de la biomasa, (2) que los
efectos de la temperatura, de la intensidad luminosa y de la capacidad de control de estas variables
son importantes para mejorar la eliminacién biolégica del fésforo, de tal forma que: (3) el fésforo
se acumulo en la biomasa a temperatura mas célida (25 ° C), (4) que aunque la Luxury Uptake no se
ha identificado como un mecanismo significativo de eliminaciéon de fdsforo, los polifosfatos se
lograron acumular en la biomasa en mayor medida a 3000 lux, (5) sin embargo, para conseguir una

eliminacién eficaz del fésforo biolégico se necesita de una alta concentracién de microalgas.

2.4.3 TIPOS DE BIORREMEDIACION

Cuando se aprovecha el metabolismo de los microorganismos para eliminar contaminantes, se
denomina biorremediacion a este proceso (Bouwer & Zehnder, 1993). La biorremediacidn puede
producirse por si sola (atenuacién natural o biorremediacion intrinseca) o puede estimularse
mediante la adicién de fertilizantes para aumentar la biodisponibilidad dentro del medio
(bioestimulacidn); los microorganismos utilizados para realizar la funcién de la biorremediacién son
conocidos como biorremediadores (Mueller et al., 1996). Se puede clasificar como in situ (cuando
se aplica en el sitio contaminado) o ex situ (cuando se realiza transportando el medio contaminado,

agua o suelo, fuera del sitio de origen).

Para que la biorremediacion sea efectiva, los microorganismos deben atacar enzimaticamente los
contaminantes y convertirlos en productos inocuos (Vidali, 2001). Como la biorremediacion sélo
puede ser efectiva cuando las condiciones ambientales permiten el crecimiento y la actividad
microbiana, su aplicacién a menudo implica la manipulacién de pardmetros ambientales para
permitir que el crecimiento microbiano y la degradaciéon progresen a un ritmo mas rapido, se llevan

a cabo en recipientes aislado del medio externo (reactores). Asi, los procesos bioldgicos que ocurren
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en la mayoria de los reactores, en condiciones determinadas y controladas, tienen lugar de manera

natural en rios, lagos y otros sistemas acudticos (Eilbeck & Mattock, 1987; Ramahlo, 1991).

Algunos ejemplos de técnicas utilizadas son: el bioprocesamiento y la bioadsorcién (Bouwer &
Zehnder, 1993). En el primer caso, el objetivo se basa en el empleo de cepas de microorganismos
muy especializados para tratar agentes concretos, como bien podrian ser compuestos fosforados,
nitrogenados y sulfurados por medio de bacterias aerobias, bacterias anaerobias y microalgas
(Vidali, 2001). Por otra parte, la bioadsorcidon puede llegar a reemplazar métodos fisicoquimicos
como la precipitacidn, adsorcion o el intercambio idnico en el proceso de captar iones de metales
pesados, donde las plantas acudticas (fitorremediacién) y las microalgas (ficorremediacion), por
ejemplo, constituyen una importante fuente para la bioadsorciéon de metales pesados en forma

ionica (Mueller et al., 1996).

2.5 FICORREMEDIACION

La ficorremediacidn es el proceso de emplear microalgas para la mejora de la calidad del agua. Las
microalgas pueden fijar el didxido de carbono mediante la fotosintesis y eliminar el exceso de
nutrientes de manera efectiva a un minimo costo. Ademas, el oxigeno producido fotosintéticamente

puede disminuir la demanda bioldgica de oxigeno (DBO) en el agua residual.

Las microalgas son importantes en procesos de remediacién para una amplia gama de desechos
toxicos, ya que, utilizan los residuos como fuentes de nutricidon y degradan enzimaticamente los
contaminantes como el nitrégeno y el fésforo. Se sabe que los xenobidticos y metales pesados
pueden ser desintoxicados, transformados o volatilizados por el metabolismo de las microalgas

(Singh et al., 2011).

Las microalgas son organismos unicelulares, eucariontes, autétrofos y coloniales; capaces de realizar
fotosintesis incluso en condiciones de efecto invernadero extremas (Salazar Gonzalez, 2005).
Existen aproximadamente entre 8 y 12 géneros, que se encuentran en las aguas residuales (Salazar

Gonzalez, 2009), tales como:
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=  Euglena sp.
= Scenedesmus sp.

= Ankistrodesmus sp.

= Chlamydomons sp.
= Chlorella sp.
= Closterium sp.

En las aguas residuales las microalgas:

Anabaena sp.
Spirulina sp.
Phormydium sp.
Isochrysis sp.
Dunaliella sp.
Algunas diatomeas.

a) Eliminan nutrientes inorganicos (N y P): Desde los afios 90’s se sabe que las microalgas son

eficientes en la remocion de nitrogeno y fosforo en aguas residuales, debido a que son

nutrientes esenciales en la formacion de biomasa (Tam & Wong, 1989; Gantar et al., 1991;

Cazifiares et al., 1994; Lau et al., 1995; Gonzalez et al., 1997). En un estudio de Su et al.

(2012) se comparé la capacidad de remocidn de cuatro especies diferentes de microalgas a

las mismas condiciones, encontraron que entre las dos mejores estan: Chlamydomonas

reinhardtii que removié 4.9 mg de NT/L-d y 0.30 mg de PT/L-d (figura 10); seguida de

Chlorella vulgaris con 3.3 mg de NT/L-d y 0.20 mg de PT/L-d; demostraron asi que el tipo de

especie influye en gran medida (Dinesh et al., 2015; Choi & Lee, 2012).
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Figura 10. Remocion de nitrégeno total (NT) y fosforo total (PT), en miligramos por litro de agua residual doméstica

por dia, obtenidos de Choi & Lee, 2012 (1); Dinesh et al., 2015 (2); Su et al., 2012 (3); Su et al., 2012’ (4).
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b)

d)

e)

Eliminan metales pesados: Las microalgas han sido utilizadas con fines analiticos para
recuperar cuantitativamente los iones metdlicos a partir de muestras de agua natural y
determinar el nivel de contaminacidon por metales pesados (Wilde & Benemann, 1993;
Metha & Gaur, 2005). Las microalgas pueden capturar iones de metales pesados (Cd, Zn,
Cu, Ag, Pb, Hg, Ni y Cr) por los mismos mecanismos de adsorcion y de absorcion que una
biomasa bacteriana, asi como por la formacidn de fitoquelatinas que sintetizan en respuesta
al estrés por metales pesados toxicos (Cetinkaya et al., 1999; Gekeler, et al., 1988; Davis et

al., 2003; Romera et al., 2007).

Reducen la cantidad de materia orgdnica: las microalgas son eficientes en la disminucién de
DBO Y DQO presente en el agua residual (Li et al.,, 2011; Abdel-Raouf et al.,, 2012)
proveyendo ademas de oxigeno a las bacterias aerdbicas que ayudan a la biotransformacion
(Abdel-Raouf et al., 2012). Los valores de reduccion de la DBO y DQO son variables (y
dependen de las condiciones de cultivo): 84 % de DBO con un cultivo mixto de Chlorella sp.
y Scenedesmus sp. (Hammouda et al., 1995), 81 % de DQO con Chlorella sp.y 91.7 % de DQO
con Scenedesmus sp. (Hammouda et al., 1995), 92 % de DQO con Chlorella sp. y Nitzchia sp.
(Hernandez Pérez & Labe, 2014). Por ultimo, Li et al. (2011) registraron valores de reduccion
de DQO de 90.3 y 90.8 % en sus experimentos con Chlorella sp., concluyendo que las
microalgas utilizaban rapidamente diferentes compuestos orgdnicos como fuente de

carbono, adema3s del CO,.

Capturan CO; del medio gaseoso con el que el medio liquido esté en contacto: Las algas
pueden sintetizar oxigeno a partir de didxido de carbono mediante la fotosintesis y eliminar
el exceso de nutrientes de manera efectiva a un costo minimo; ademas, el oxigeno
producido fotosintéticamente puede mitigar la demanda biolégica de oxigeno (DBO) en el
agua residual (Amin, 2009; Dominic et al., 2009). Se necesita mas investigacion para analisis
de la capacidad de captura de CO; de las microalgas para obtener el maximo rendimiento

de gas (Sialve et al., 2009; Rosch et al., 2009).

Tienen una accién bactericida: los factores ambientales que son favorables para el
crecimiento de las microalgas son desfavorables para la supervivencia de coliformes por lo
gue limitan la supervivencia de estos patdgenos (Abdel-Raouf et al., 2012; Hernandez-Pérez

& Labé, 2014). En algunos casos, como con la especie Scenedesmus sp., se debe
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principalmente al pH; los valores de pH altos que mantienen los cultivos densos de
microalgas reducen el numero de coliformes y enterobacterias (Voltolina et al., 1998;

Hernandez-Pérez & Labé, 2014).
2.5.1 CURVA DE CRECIMIENTO TiPICA DE LAS MICROALGAS

Las microalgas se reproducen principalmente por divisién celular, que es binaria en la mayoria de
los casos, por lo cual presentan un crecimiento relativamente rapido cuando se inoculan en un
medio de cultivo no limitante y se mantienen en condiciones adecuadas. En general, las condiciones
del medio cambian con la edad del cultivo, lo que afecta también la velocidad de crecimiento
poblacional. Existen diferentes fases de crecimiento poblacional de las microalgas en sistemas
cerrados (figura 11): 1) fase de adaptacion, 2) fase de aceleracion, 3) fase exponencial, 4) fase de
desaceleracién, 5) fase estacionaria, 6) fase de muerte, que sirven para describir la forma en la cual

cambia la densidad celular o de biomasa (Arredondo-Vega & Voltolina, 2007).
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Figura 11. Curva de crecimiento tipica de una cepa de microalga, densidad celular

(concentracidn de células o biomasa) con respecto al tiempo.

1. Fase lag o de adaptacion: el comportamiento inicial depende de las condiciones de las
células del indculo, de las cuales depende también el éxito del nuevo cultivo. Cuando las
células del indculo no se encuentran en condiciones metabdlicas adecuadas se presenta una

fase de retardo del crecimiento, por lo cual el cultivo no serd exitoso. Los cambios de las
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condiciones de cultivo como temperatura, iluminacién y pH también pueden causar un
retardo del crecimiento en la fase inicial de un cultivo.

2. Fase de aceleracion: diferentes componentes estructurales se incrementan
secuencialmente, iniciando con el RNA (por sus iniciales en inglés, acido ribonucleico),
seguido de las proteinas y del peso individual. La densidad celular es generalmente la ultima
gue muestra este incremento, la temperatura es crucial en esta fase (Borowitzka, 2016).

3. Fase exponencial: durante este periodo la velocidad de crecimiento de niumero de células
adquiere su valor maximo y, en vista de la falta de factores limitantes, permanece
aproximadamente constante. Por este motivo, la densidad celular aumenta rapidamente,
aunque en general no se alcanzan valores muy elevados.

4. Fase de desaceleracion: en esta fase se empieza a notar el efecto de una menor
disponibilidad de uno de los factores que regulan el crecimiento, por lo cual las condiciones
de cultivo son sub-éptimas. En consecuencia, la tasa de divisién celular disminuye, aunque
en vista del alto numero de células, la densidad celular alcanza su méximo valor. En este
periodo la composiciéon bioquimica de la biomasa cambia de manera opuesta a la
mencionada para la fase de aceleracién.

5. Fase estacionaria: las condiciones de cultivo son limitantes y la natalidad es igual a la
mortalidad, por lo cual la densidad celular y los componentes de la biomasa permanecen
sin cambios relevantes. Este comportamiento se debe a la baja concentracidn de algun
nutriente esencial o al alto valor del pH, con consiguiente poca disponibilidad de sustrato
fotosintético, o a una excesiva concentracion de oxigeno, aunque con frecuencia el motivo
mas importante es la pobre penetracion de la luz causada por la alta densidad celular (efecto
de autosombreado). Otro factor que puede limitar el crecimiento es la excrecién de
productos catabdlicos al medio de cultivo.

6. Fase de muerte: la tasa de mortalidad es superior a la de natalidad, por lo cual la densidad
celular disminuye. Ademas, se registra una disminucidon de la biomasa unitaria como
resultado de un incremento en la proporcidn entre respiracién y fotosintesis y a la ausencia

de nutrientes, que conlleva a la muerte o lisis celular.

De esta forma el crecimiento de las microalgas depende de las condiciones de cultivo (Barghbani et

al., 2012; Grobbelaar, 1991).
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2.5.2 CONDICIONES DE CULTIVO

Las microalgas necesitan ciertas condiciones que hacen posible su subsistencia, crecimiento,
desarrollo y reproduccién. El cultivo intensivo controlado de microalgas requiere entornos de
esterilidad, de lo contrario existe el peligro de que proliferen otros organismos no deseados, como
ciliados, flagelados, hongos y bacterias. Entre las condiciones y recursos que hacen factibles los
cultivos microalgales estan: la energia solar tanto en forma de luz como de calor, el diéxido de

carbono, macro y micronutrientes, ademas de un pH definido.

2.5.2.1 LUz

La luz es el parametro mas importante para las microalgas (Barghbani et al., 2012; Grobbelaar,
1991). En el cultivo de microalgas, la luz promueve la produccion de clorofila y otros metabolitos en
la fotosintesis (Barghbani et al., 2012); las microalgas utilizan sélo la luz en el intervalo de longitud
de onda entre 300 y 700 nm, el cual comprende la regidn del espectro conocida como radiacion

fotosintéticamente activa de 400 a 700 nm (Johnson & Schmidt-Dannert, 2008).

Cuando algunas microalgas son expuestas a cierto nivel elevado de radiacién, los componentes
celularesinternos sufren dafo, debido al exceso de energia; este nivel de irradiancia se conoce como
punto de saturacion luminica, por encima de él la velocidad de fotosintesis se reduce. Este
fendmeno se conoce como fotoinhibiciéon (Drapcho et al.,, 2008). El intervalo de tolerancia de

iluminacién varia segun la especie (ver tabla 4).

Autores como Barghbani et al. (2012) han observado que el color de la luz con el que son iluminadas
las microalgas tiene un efecto significativo en la produccién de microalgas siendo la luz amarilla
seguida de la roja y azul para Chlorella vulgaris. Por otro lado, Ruiz Davila et al. (2015) encontraron
que con luz azul Chlorella vulgaris tiene un mayor crecimiento (50 %) que con la luz blanca y roja
(crecimiento celular de 1.2 cel/mL-d) y una mayor concentracion de lipidos totales 325 mg/L para la
luz azul, 320 mg/L para la luz roja y 97 mg/L con luz blanca. Actualmente los resultados de las

investigaciones difieren mucho al respecto.

31

Maestria en ciencias (Energia y medio ambiente) en el Area de Remediacién Ambiental



Estudio del efecto de la concentracion de CO; en la eliminacién de N y P de agua residual de la
UAM lztapalapa, mediante el cultivo de Chlorella sp.

TABLA 4. Minima y maxima iluminacién, frecuencia de luz y fotoperiodo de distintas especies de

microalgas.
Intensidad de luz Frecuencia Fotoperiodo
Especie de microalga (lux) de la luz luz: oscuridad Referencia
Minima Maxima (Hz) (h)
Yoshi l.
Chaetoceros calcitrans 10 188 0.1-10 04:20-01:23 03 |r’r218(t)05 etal,
Chlamydomonas reinhardtii 100 240 0.01 03:21 Janss;r;;t al,
Chlorella sp. 0 750 0.3-0.0074 12:12 Grobbelaar, 1991
Chiorella kessleri 280 280 1-37x10° | 12:12-01:23 Parkzaor:)%Lee'
Matthij I
Chlorella pyrenoidosa 80 168 2.5-25x 103 02:22 attlg;:t al
Chlorella sorokiniana 240 630 0.025 18:06 . ansslzr;;t al
Chlorella vulgaris 0 2650 ND 16:08 Jietal, 2013
Chlorella protothecoides ND 3200 ND 12:12 UTEX, 2016
Haematococcus pluvialis 2 12 25-200 12:12 Kats;%%set al.
Phaeodactylum tricornutum 22 700 0.5-1 02:22 Laws et al., 1983
Phaeodactylum tricornutum 230 2800 1-1.55 12:12 Molina Grima et
al., 2000
) ) Walsh and
Phaeodactylum tricornutum 68 0.01-10 12:12 Legendre. 1988
Scenedesmus sp. 0 750 0.8-0.0038 12:12 Grobbelaar. 1991

2.5.2.2 TEMPERATURA

La temperatura afecta las etapas del ciclo celular de las microalgas, un incremento de hasta 10 °C
degrada proteinas e inhibe la replicacion del ADN (Morimura, 1959). Los cambios de temperatura,
de manera similar a la intensidad de luz, afectan a la tasa de crecimiento; el ciclo celular se acorta
con el aumento de temperatura. Sin embargo, la temperatura afecta a todos los procesos en la
célula, no sdlo el crecimiento, como es el caso de la intensidad de la luz (Borowitzka, 2016). La
produccion de biomasa aumenta de manera directamente proporcional hasta que se alcanza la
temperatura éptima de cada especie (ver tabla 5), en general esta entre 28 y 35 °C (Park et al., 2011);
las microalgas que crecen por debajo de la temperatura éptima son mas sensibles a la fotoinhibicién,
que aquellas que se mantienen en su valor éptimo (Suh & Lee, 2003). Por debajo de los 20 °C las

etapas del ciclo celular se vuelven muy lentas (Borowitzka, 2016).
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TABLA 5. Temperatura optima y cantidad de biomasa obtenida (g/L-d) a esa temperatura, de

distintas especies de microalgas.

Ciclo Diametro Temperatura | Productividad
. . de la . . .
Especie de microalga celular ]} Optima de biomasa Referencia
) | cev c) €/L-d)
(km)
Chlorella sp. 30 0.06 Cho et al., 2013.
Chlorella vulgaris 20 0.04-0.195 Cabanelas etal,
2013.
) Garcia Cubero,
Chlorella vulgaris 25 0.8 2014,
5 7.7* 5* -
Chlorella vulgaris 27 0.04 Jietal., 2013.
! M
Chlorella protothecoides 28 0.104 O’Grady & Morgan,
2010
Chlorella pyreinodosa 25-27 0.018 Wang et al., 2012.
Chlorella sorokiniana 30 0.055-0.083 Lizzul et al., 2014.
Abou-Sh I
Chlamydomonas mexicana 12 10 27 0.028 bou Szg:;b etal,
Desmodemus sp. ND 12 25 0.138-0.227 Samori et al., 2013.
. . Frampton et al.,
Kirchneriella sp. ND 7 20 0.042 2013.
Scenedesmus obliquus 4 8 30 0.1 Mata et al., 2012.
*Para Chlorella sp.

2.5.2.3 OXIGENO DISUELTO (OD)

La intensa fotosintesis en los sistemas de cultivo puede aumentar los niveles de oxigeno disuelto;
una elevada saturacién, mayor a 200 % al final del cultivo puede afectar la productividad de biomasa
microalgal (Hernandez-Pérez & Labé, 2014; Su et al., 2012). Por ejemplo, Chlorella vulgaris tuvo una
productividad de biomasa de 6.28 + 0.8 g/L-d con 18 mg/L de OD (ver tabla 6) mientras que para
Chlamydomonas reinhardtii fue menor (6.06 + 1.2 g/L-d) con menor OD al final del cultivo (Su et al.,

2012).
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TABLA 6. Cantidad de oxigeno disuelto inicial y final en un determinado tiempo de cultivo y

productividad de biomasa para cuatro diferentes especies.

Oxigeno Disuelto
(mg/L) Tiempo de | Productividad
Especie de microalga Inicio Final cultivo de biomasa Referencia
del del (dias) (g/L-d)

cultivo | cultivo

Chlamydomonas reinhardtii 6 16 6 6.06+1.2

Chlorella vulgaris 6 18 4 6.28 £ 0.8

Suetal., 2012
Scenedesmus rubescens 6 18 4 6.56+0.8 ueta
Phormidium sp. 6 16 6 2.41+0.7

2.5.2.4 DIOXIDO DE CARBONO (CO)

El 50 % de la biomasa microalgal en peso seco es carbono (C); el didxido de carbono es un factor
importante para la fotosintesis, las células de las microalgas absorben el CO; del aire, que es de 365
ppm (Baird, 2013), para su crecimiento (fijacion de CO,) y convertir la energia de la luz solar en

energia quimica usando la siguiente reaccion:

6C0, + 6H,0 + luz solar - C4H,,04 + 60, (Ecuacion 3)

En el crecimiento de las microalgas, la biomasa maxima producida depende de la concentracion de
didxido de carbono especifica, de tal manera que un aumento de la concentracién de CO; en algunas
especies de microalgas incrementa la cantidad de biomasa (Singh & Singh, 2014). Se ha observado
que la concentracion de CO; mas alta es fijada por Spirulina platensis, Botryococcus braunii, y
Chlorella vulgaris en orden decreciente (ver tabla 7) (Bittencourt Sydney et al., 2010). Segun otros
autores Chlorella vulgaris presenta una mayor fijacion de CO, en comparacion con otras especies,

figura 12 (Garcia Cubero, 2014; Ho et al., 2011).
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Concentracion Tasa de Velgud_a,d F,”a,c 'on Crecimiento | Productividad
. .. de fijacion | diaria de . .
de CO; aireacion de biomasa de biomasa
Especie de CO, CO; Referencias
(% v/v) (vvm) (g/L-dia) (%) (%) (g/L-dia)
Botryococcus braunii 0.496 87.96 3
Spirulina platensis 0.318 80.4 2.25 Bittencourt
5 ~1.8 Sydney et al.,
. , 2010
Dunaliella tertiolecta 0.272 70.42 2
Chlorella vulgaris 0.251 86.68 2.2
Chlorella vulgaris 1.2 6.6
Chlorella sp. . . 0.6 2.6 Garcia
Cubero, 2014
Scenedesmus vacuolatus 0.8 8.3
Spirulina PCC 6313 0.7 2.9
Chlorella kesslery 97 1
Chlorella vulgaris 343 1.5 G'\;lequ.e ie
orais
) 0.8 0.3 Vieira Costa,
Scenedesmus obliqua 54.7 1.6 2007
Spirulina sp. 74 3.8
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UAM lztapalapa, mediante el cultivo de Chlorella sp.
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Figura 12. Capacidad de captura de CO; de diferentes especies de microalgas (Ho et al., 2011).

La presencia del didxido de carbono en una solucién acuosa o medio de cultivo tiene un efecto en
el pH (figura 13), se puede observar que a un pH < 6, CO, en fase gas y el acido carbdnico (H.COs)
en la fase acuosa son las especies dominantes. A valores de pH entre 7 y 9, predomina el ion
bicarbonato (HCOj3), mientras que el carbonato (COs) comienza a aumentar su concentraciéon
significativamente a valores de pH > 9. Esto es importante ya que las microalgas son capaces de
asimilar el carbono por tres vias inorgdnicas diferentes (Klinthong et al., 2015): (1) asimilacion
directa de dioxido de carbono a través de la membrana plasmatica; (2) el uso de bicarbonato
induciendo la enzima anhidrasa carbdnica, que convierte HCOs en CO, (de forma extracelular, en el

medio); y (3) el transporte directo de bicarbonato a través de la membrana plasmatica.

Sin embargo, al aumentar la concentracion de CO; en un medio, aunque sea mayor la productividad
de biomasa, el medio tiende a disminuir el pH, lo que reduce de igual forma la actividad de la enzima
anhidrasa carbdnica extracelular (pH < 6), y este efecto a su vez inhibe el crecimiento celular (Singh

et al., 2015).
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No todas las microalgas tienen la capacidad de utilizar las tres rutas de asimilacién inorganica de C,
la tolerancia a la concentracién de CO; suele ser distinta segun la cepa. Segun Singh et al. (2015)
Chlorella vulgaris obtuvo una productividad de biomasa de 0.25 g/L-d, Scenedesmus oblicus 0.29
g/L-d, ambas con un suministro de 10% de CO; cuando la tolerancia de los géneros: Chlorella sp. y

Scenedesmus sp. es de hasta del 40 % y 80 % respectivamente (Salih, 2011).

HaC0s HCOS COs*
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Figura 13. Efecto del CO; en el pH de una solucion acuosa a 25°C (Allende, 1976).

2.5.2.5 POTENCIAL DE HIDROGENO (pH)

Cada especie de microalga necesita un medio con un determinado pH que permita un crecimiento
Optimo (ver tabla 8). Ya que influye en todas las reacciones enzimaticas que se realizan a nivel intra
y extra celular (Borowitzka, 2016). El pH del medio de cultivo depende de diferentes variables, en

un sistema controlado, principalmente por:

a) La productividad microalgal
b) La eficiencia del sistema de distribucién de CO; en el medio de cultivo

¢) Laalcalinidad que es influenciada por la composicién idnica del medio de cultivo

Por encima o debajo del pH dptimo desciende la productividad de biomasa (Marchello et al., 2015;

Park et al, 2011).
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TABLA 8. Especies de microalgas, su pH 6ptimo y biomasa producida (g/L-d); diferencia de pH

respecto al tiempo para Chlorella sp.

Productividad
Especie pH 6ptimo de biomasa Referencia
(g/L-d)
Chlorella sp. 7 0.6 Cho et al., 2013
Chlorella sp. 7.2 0.04-0.07 Choetal., 2011
Chlorella vulgaris 7.2 0.05
Sidney et al., 2011
Botrycoccus braunii 7.2 0.03
Chlorella pyrenoidosa 8 0.018 Wang et al., 2012
Especie PH Biomasa Referencia
Inicio | final (g/L-dia)
. Marchello et al.,
Chlorella vulgaris 9.5 7.0 0.60 2015
Chiorella 7 12 0.75 Gris et al., 2014.
protothecoides

2.5.2.6 NUTRIENTES

Las microalgas pueden ser autétrofas, de manera que crecen sintetizando sus materiales a partir de
sustancias inorganicas sencillas mediante fotosintesis, o heterdtrofas, caso en que su fuente de
carbono es organica (si bien otros elementos distintos del C pueden ser captados en forma
inorganica, como se menciond en la seccidn 2.4.2.4). En cualquier caso, para la sintesis de biomasa
requieren captar una serie de elementos quimicos, que se pueden clasificar segun las cantidades en
qgue son requeridos como macronutrientes (C, H, O, N, P, S, K, Mg) y micronutrientes (Co, Cu, Zn,

Mo, Fe, Mn). Estos elementos se suministran en forma de sales como parte del medio de cultivo.

Existen dos tipos generales de medios de cultivo (Stein, 1973; Herndndez-Pérez & Labé, 2014): los
medios quimicamente definidos (ver tabla 9), de los que se conoce su composicidon quimica, son de
gran utilidad en los cultivos y experimentos de fisiologia celular, ya que en este tipo de medios se
conoce con certeza todos sus constituyentes, asi como la concentracion en que estan presentes.
Otros son los medios enriquecidos como el agua residual y los abonos, son muy baratos, pero tienen
la desventaja de no ser especificos, pues soportan el desarrollo de diferentes tipos de microalgas,
ademads su alto contenido de materia organica facilita el desarrollo de poblaciones bacterianas

(Stein, 1973). El inconveniente de los medios definidos es su alto costo en cultivos a gran escala. Por
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lo general para el cultivo de Chlorella sp. (Clorofita) se utilizan medio definidos por ser los mas

completoy eficientes, aunque también se han empleado bioabonos de borrego y vaca (Stein, 1973).

TABLA 9. Algunos medios de cultivo definidos que se utilizan para microalgas.

MEDIOS MICROALGAS
Beijerink C
Bold Basal C, CR,CY,R
Bozniak Community C,CR, CY,R
Chu No. 10 C,CR, CY, BA
Rodhe 8 C, CR, CY, BA
Volvox C
Warris C
Woods Hoole MBL C, CR, CY, BA
Omarov C
Bogdanov C
BG11 C, CY
Bristol 3N C
C: clorofita, CR: crisofita, CY: cianofita, R: rodofita, BA: Bacilariofita

Las microalgas tienen una tasa de crecimiento rdpido y responden a cada conjunto de condiciones
de crecimiento modificando el rendimiento de un componente especifico (Herndandez-Pérez & Labé,
2014). Particularmente, Chlorella vulgaris es ideal para la produccion de biomasa, ya que es
resistente a las condiciones adversas y a la competencia con otros microrganismos (Brennan et al.,
2010). Los contenidos de lipidos y almidén aumentan y la productividad de la biomasa cesa o
disminuye durante condiciones de crecimiento desfavorables como la limitacién de nitrégeno y
fosforo, alta concentracion de CO,, exposicion excesiva a la luz (Converti et al., 2009; Ly et al., 2010;
Pribyl et al., 2012; Widjaja et al., 2009), exceso de hierro en el medio (Liu et al., 2008) o el aumento
de la temperatura (Richmond et al., 1993; Borowitzka, 2016). Por otro lado, el contenido de
proteinas aumenta durante condiciones de crecimiento normales y controladas (mayor contenido
de nitrégeno); por lo tanto, se han probado muchas estrategias para promover una mayor
productividad de la biomasa, el contenido de lipidos, proteinas, hidratos de carbono y pigmentos

(Safi et al., 2014).

En busca de aumentar la sustentabilidad del cultivo de microalgas, se han desarrollado estudios
sobre el efecto de la composiciéon de medios basados en fertilizantes comerciales en Ia
productividad de biomasa o en la cinética de crecimiento (Zaleha et al., 2014; Brito et al., 2015;
Silva-Benavides, 2016), ya que los fertilizantes comerciales resultan menos costosos que las

materias primas de medios convencionales para conservacion.
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En este contexto, se ha observado un crecimiento celular de hasta ~ 6.35 x 10® cél/mL con el
fertilizante comercial Poliverdol® (NPK: 8-8-6) y ~ 4.14 x 103 cél/mL con Nitrofoska® (NPK: 12-12-7)
ambos experimentos en 6 dias de cultivo (mixto de Chlorella vulgaris y Hyaloraphidium contortum),
el resultado obtenido con Poliverdol® es similar al obtenido en el medio de cultivo convencional
Guillard (NP: 10-1): ~ 6.4 x 10° cél/mL (Brito et al., 2015). Zaleha et al. (2014) evaluaron la produccién
Chlorella vulgaris con medios de cultivo basados en fertilizantes comerciales de bajo costo en
reactores con capacidad de 1 L; utilizaron Urea como fuente de N, fertilizante P+° como fuente de
fésforo y fertilizante Potash® como fuente de K en distintas proporciones y encontraron que la mejor
fue: NPK 12-6-4 con una densidad celular de 4 x 10° cél/mL a los 5 dias de cultivo. Es importante
encontrar el efecto que tienen los medios basados en fertilizantes, en el contenido de metabolitos
de las cepas para mejorar no solo la producciéon de biomasa sino también los productos de valor

agregado.
2.5.3 FICORREMEDIACION Y PRODUCTOS DE VALOR AGREGADO

Las microalgas y cianobacterias son capaces de acumular metabolitos como los acidos grasos
esenciales y, pigmentos entre otros (tabla 10), que tienen aplicacion en diferentes campos de
investigacion y biotecnologia (Pienkos & Darzins, 2009; Hannon et al., 2010; Singh et al., 2011). Es
importante resaltar que el contenido de estas sustancias depende de la cepa, las condiciones de

cultivo, edad o etapa de crecimiento, asi como de la produccidn final y productividad de biomasa.
2.5.3.1 POTENCIAL DE VALOR AGREGADO

La biomasa microalgal resultante de la ficorremediacidn se puede mantener en sistemas para
procesar los residuos verdes, también conocidos como residuos organicos biodegradables, y ambos
productos de desecho tienen potencial para la produccion de biocombustibles (Demirbas, 2009,
Gibbons & Hughes, 2009). Un producto de valor agregado mds factible e inmediato es el
biohidrégeno, que puede ser generado por la biomasa de microalgas (que es también una
herramienta de captura de CO,, como se menciond en la seccion 2.4.2.4) (Melis & Happe, 2001).
Otros productos inmediatamente viables que pueden ser generados por biomasa microalgal son
utiles para fines agricolas y en la acuicultura, se utilizan actualmente como materia prima, como
fertilizante (biochar) o alimento de peces; (Pulz & Gross, 2004). La creacidn de biochar o biocarbdn
tiene potencial como fertilizante, ya que la cantidad de CO, que emite a largo plazo, es de 12-84 %
menor a la que emiten los fertilizantes quimicos (Gaunt & Lehmann, 2007).
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Aminoacidos | *Contenido | Pigmentos | Contenido Minerales Contenido Vitaminas Contenido
Acido aspartico 9.3 B-caroteno 0.012 MICROELEMENTOS B1 (tiamina) 0.0024
Treonina 5.3 Astaxantina 0.55 Na 1.35 B2 (rivoflavina) 0.006
Serina 5.8 Cantaxantina 0.362 K 2.15 B3 (niacina) 0.0238
Acido glutdmico 13.7 Luteina 0.0038 Ca 0.59 B5 (acido pantoténico) | 0.0013
Glicina 6.3 Clorofila a 0.0096 Mg 0.44 B6 (piridoxina) 0.0017
Alanina 9.4 Clorofila b 0.0057 P 1.74 B7 (biotina) 0.1916
Cisteina N. D. Fheofitinaa | 0.0056 MACROELEMENTOS B9 (acido fdlico) 0.0269
Valina 7 Fheofitina b N. D. Cr N. D. B12 (cobalamina) 0.1259
Metionina 1.3 Violaxantina | 3.7x10° Cu 0.19 C (acido ascérbico) 0.1
Isoleucina 3.2 Zn 0.55 E (tocoferol) 2.787
Leucina 9.5 Azucares | Contenido Mn 0.4 A (retinol) 0.0132
Tirosina 2.8 Ramnosa 54 Se N. D.
Fenilalanina 5.5 Arabinosa 9 | 0.13
Histidina 2 Xilosa 19 Fe 0.68
Lisina 6.4 Manosa 7
Arginina 6.9 Galactosa 26
Triptéfano N. D. Glucosa 4
Ornitina N. D.
Prolina 5

N. D.: No determinado
*g/100g de proteina
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Estudio del efecto de la concentracion de CO; en la eliminacién de N y P de agua residual de la
UAM lztapalapa, mediante el cultivo de Chlorella sp.

2.5.3.2 MICROALGAS COMO FUENTE DE BIOCOMBUSTIBLES DE CUARTA GENERACION

En busca de fuentes de energia mas limpias y sustentables ante la desaparicion de los combustibles
fosiles y los problemas de contaminacién generados por su uso, se han desarrollado sucesivas

generaciones de biocombustibles procedentes de biomasa (Arias et al., 2013; Johansen, 2012).

La primera generacion exitosa de biocombustibles liquidos fue la produccién de etanol basado en
los granos de maiz, cafia de azlcar y remolacha (bioetanol), requeria un gran nimero de semillas; a
la vez, se necesitaba una cantidad importante de biocombustible cada afio (Abou-Shanab et al.,
2013). Hasta el 2013 se identificaron y dieron a conocer problemas graves, no sélo ambientales
(Arias et al., 2013). Habia alimentos y tierras destinadas a la produccién de biocombustibles, lo que
generaba competencia entre la produccién de comida y la de biocombustibles dando lugar a un

aumento del precio de alimentos. Por ello fue necesario mejorar los procesos y materias primas.

Asi surgi6 la segunda generacion de biocombustibles. En este caso, la materia prima no peligra por
su escasez, no desvia alimentos de la cadena alimentaria animal o humana (ni siquiera es un
alimento) y tiene un menor impacto ambiental; ain se estan desarrollando y entre ellos se
encuentran el bioetanol a partir de celulosa, hidrobiodiésel, biometanol, diesel de madera, etc.
(Amin, 2009). Se puede incluir a las microalgas en este grupo, aunque se ha englobado dentro de
una tercera (e incluso cuarta) generacidn de biocombustibles por su gran capacidad de crecimiento

y su potencial energético (Chen & Walker, 2011; Rodolfi et al., 2009).

La tercera generacion de biocombustibles se basa en el uso de métodos de produccion similares a
los de segunda generacién, pero empleando como materia prima biomasa especificamente
adaptada o disefiada mediante biologia molecular (Saha et al., 1996). La celulosa tiene una ventaja
enorme. Es la molécula mds abundante, formando parte de la biomasa terrestre. Sin embargo,
presenta un problema: la extrema dificultad de la digestién o degradacidon de las paredes celulares
vegetales para la produccién de biocombustibles, lo que a escala laboratorio es costoso a diferencia

de la biomasa microalgal (Saha et al., 1996).

En los biocombustibles de cuarta generacion hasta el dia de hoy, sélo se encuentran las microalgas
como materia prima. Las ventajas son la captacidn y almacenamiento de carbono, tanto a nivel de
la materia prima como de la tecnologia de proceso (Arias et al., 2013); la materia prima no sélo se

adapta para mejorar la eficiencia de proceso, sino que se disefa para captar mds CO,, a medida que
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el cultivo crece. Con ellas se puede producir un aceite que tras un proceso de refinado puede

utilizarse como biodiesel (Cho et al., 2013; Singh et al., 2011).

Segln el Departamento de Energia de EE. UU., el rendimiento de los biocombustibles de cuarta
generacion es de 10 a 100 veces superior al de los biocombustibles de segunda generacion (Rodolfi
et al., 2009). Se puede producir la biomasa al aire libre, aunque debido al problema derivado de
posibles contaminaciones (crecimiento de otras especies de microorganismos), control de pH,
temperatura, etc., es dificil de mantener, y ha caido en desuso. Si la produccién de biomasa se hace
en sistemas cerrados con atmédsfera controlada o en fotobiorreactores el proceso se acelera

(Kunjapur et al., 2010).

En el escenario descrito se eliminan los principales inconvenientes de los biocombustibles de
primera generacién, ya que se evita el uso de tierras de cultivo y de los propios alimentos y, ademas,
el impacto ambiental es considerablemente menor (Sialve et al., 2009). Las microalgas tienen la
particularidad de crecer muy rapido y ser capaces de hacerlo en aguas marinas, dulces, residuales
(Park et al., 2011) y salobres (Kunjapur et al., 2010). Las microalgas reportadas con los contenidos
mas altos de lipidos son Botryococcus (25-80 % en base seca), Cylindrotheca (16-37 %) y Chlorella
(14-32 %), aunque algunas especies pueden aumentar su contenido si se optimizan las condiciones
de cultivo (figura 14). En los procesos de produccidon de biocombustibles, se suele aprovechar el
didxido de carbono proveniente de algunas empresas, por lo que las plantas industriales actuales
intentan establecerse cerca de donde existan fuentes o depésitos de CO; de origen subterraneo, ya

gue tiene mas pureza (Rodolfi et al., 2009; Singh & Singh, 2014).

Los métodos de cultivo establecen los productos que se hacen disponibles a partir de la biomasa. El
biodiesel es, con mucho, el producto de mayor valor afiadido; sin embargo, todavia no se ha logrado
la produccion de cantidades suficientes de biomasa (o biomasa de mayor rendimiento) a un costo

econdmicamente viable.
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Figura 14. Contenido de lipidos de algunas especies de microalgas (Arias et al., 2013).
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JUSTIFICACION
DEL PROYECTO
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3. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

El aumento de la contaminacién de los recursos hidricos, debido a un mal manejo y su
sobreexplotacion, esta generando riesgos graves a la disponibilidad y a la calidad de los recursos
hidricos. Por ello, se requiere de tecnologias como herramienta que ofrezcan una respuesta
adecuada al “problema” que plantean las aguas residuales generadas por la poblacién y sus
necesidades. La presencia de nitrégeno y fésforo en aguas residuales ocasiona el problema de
eutrofizacién. Ante este escenario, las microalgas, por su metabolismo fotoautotréfico, poseen un
valioso potencial en biotecnologia ambiental, todavia sin explotar a plenitud, que permitiria llevar a
cabo de forma econdmica y medioambientalmente sostenible el tratamiento de aguas residuales
(eliminando nutrientes basados en nitrégeno y fdsforo), acoplado al de mitigacién de CO, de
corrientes gaseosas, al utilizar esta sustancia como fuente de carbono para el cultivo de las

microalgas.

Particularmente el género Chlorella sp., es resistente a altas concentraciones de CO, (Greque de
Morais & Vieira Costa, 2007; Garcia Cubero, 2014; Singh et al., 2015) y ha sido eficiente en su
mitigacién (Bittencourt Sidney et al., 2010; Ho et al., 2011); a su vez es una de las cepas mas
utilizadas en la remocién de contaminantes nitrogenados y fosforados del agua residual (Bonchai et
al., 2012; Chloi & Lee, 2012; Su et al., 2012; Gao et al., 2014; Velichkova et al., 2014; Wang et al.,
2015; ; Gao et al., 2016 Mendez et al., 2016).Todo esto lo hacen un excelente candidato para acoplar
ambos tratamientos; aunque depende de la especie, de las condiciones de cultivo y del tipo de agua
residual. Por otra parte, el efluente del reactor UASB de la PTAR de la UAM-I, contiene N y P, en
forma de amonio y fosfato, respectivamente (Salinas Gutiérrez, 2007; Cervantes-Zepeda et al.,
2011), ambos iones son asimilables por la microalgas. Por lo que dicho efluente y el género Chlorella

sp. fueron seleccionado como sistema modelo para el presente estudio.
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PREGUNTA DE
INVESTIGACION
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4.PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Qué efecto tiene la concentracién de CO; en las cinéticas de crecimiento microalgal y en la

remocion de nitrégeno y fésforo del agua residual de la PTAR de la UAM-I?
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HIPOTESIS
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5. HIPOTESIS

A mayor concentracion de CO;, el pH basico del agua residual tenderd a disminuir,
favoreciendo el crecimiento de las microalgas, por lo que se espera un maximo de
crecimiento celular siendo asi mayor la cantidad de biomasa producida; por tanto, el

porcentaje de remocion de N y P del agua residual también sera mayor.
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OBJETIVOS
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6. OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la concentracidon de CO; sobre el crecimiento de una microalga del género
Chlorella sp. y sobre su porcentaje de remocidn de nitrégeno total y fésforo total del efluente de

la PTAR de la UAM lIztapalapa.

6.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Mantener y propagar, a condiciones controladas, distintas cepas del genero Chlorella sp.:
Chlorella vulgaris (UTEX 259 y UTEX 2714) y Chlorella protothecoides (UTEX 256)
2. Evaluar la produccién de biomasa en un medio no convencional y econdmico:
a) Evaluar fertilizantes comerciales como medio de cultivo para la cepa
b) Determinar la cinética de crecimiento en fertilizantes comerciales
c) Cuantificar los lipidos extraidos de la biomasa
3. Evaluar el efecto de la concentracion de CO; en la eliminacién de nitrégeno y fésforo del agua
residual a escala matraz.
a) Cuantificar la concentracién de N y P del efluente de la PTAR de la UAM lIztapalapa
b) Determinar la cinética de crecimiento en distintas concentraciones de CO; en aire.
c) Evaluar la remocion de nitrogeno y fdsforo del agua residual en distintas

concentraciones de CO;
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METODOLOGIA
EXPERIMENTAL
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7. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

7.1 DIAGRAMA DEL DISENO EXPERIMENTAL
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7.1.1 INVESTIGACION BIBLIOGRAFICA

Se realizé una continua investigacion bibliografica de articulos originales y de revisién en distintos
buscadores: ScienceDirect, Scielo, Directory of Open Access Journals, Google Academic, WorldWide
Science, etc. Se recopiloy analizé informacidn sobre las caracteristicas de las especies seleccionadas
(Chlorella vulgaris y Chlorella protothecoides), los medios y las condiciones de cultivo de ambas
especies, asi como su aplicacién en el tratamiento de agua residual doméstica para la remocion
nutrientes, su capacidad en la mitigacion de CO; y sus opciones de valor agregado post-

ficorremediacion.
7.1.2 CEPAS SELECCIONADAS: CARACTERISTICAS DE LAS ESPECIES Y CONDICIONES DE CULTIVO

Las cepas del género Chlorella sp. (taxonomia en anexo 11.1), utilizadas en el presente estudio,
provienen de la Coleccion de Cultivos de Algas de la Universidad de Texas, campus Austin (Culture

Collection of Algae at the University of Texas at Austin):

e Chlorella vulgaris UTEX 2714
e Chlorella vulgaris UTEX 259
e Chlorella protothecoides UTEX 256

e Chlorella sp. (Margalef, 1983)
Didmetro: 3-5 um
Peso seco: 6-15 pg/cél
Volumen: 25-60 um/cél
Ks de P: 4-5 um P/L
Especies:

e Chlorella vulgaris
Temperatura 6ptima: 25 °C (Garcia Cubero, 2014)
pH éptimo: ~7.0 (6.0-9.0, Marchello et al. 2015)
Maxima intensidad de luz: 2650 lux (JI et al., 2013)
Umax = 0.45 h™* (en Medio BG11, Taziki et al., 2015)
Composicion de la biomasa: CH1.660033No.sPo.o:1 (Liang et al., 2009)
Mbio: ~20.39 g-mol,*

Contenido de lipidos: 5-58 % (Liang et al., 2009)
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e Chlorella protothecoides
Temperatura optima: 28 °C (O’Grady & Morgan, 2010)
pH éptimo: ~7.5 (6.5-10.0, Gris et al., 2014)
Maxima intensidad de luz: 3200 lux (UTEX, 2016)
Umax = 0.154 h! (para células heterotréficas, Margalef, 1983)
Composicion de la biomasa: CH200.67No.14Po.00s (para Chlorella sp. en general, Gomez Luna, 2007)
Mbio: ~26.96 g-mol,*
Contenido de lipidos: 14.6-57.8 % (Liang et al., 2009)

7.1.3 MANTENIMIENTO Y PROPAGACION DE LAS CEPAS DE Chlorella sp.

Se realizd el mantenimiento de muestras de tres cepas del género Chlorella sp. (ver anexo 11.2).
Todas las muestras de cepas de microalgas se conservaron en tubos de 20 mL, bien etiquetados
(figura 15), en una gradilla dentro de un sistema formado por un recipiente con capacidad de 20 L,
con aproximadamente 6 L de agua destilada (con 3 gotas de hipoclorito comercial Cloralex® para
evitar contaminacion). El agua se mantenia a temperatura controlada, 26 °C (con calentador
sumergible con termostato ECOTHERMAL® de 25W). La iluminacidon de intensidad promedio 570 lux

con tiras de luces LED RGB ROSH® de 5 m, con controlador en ciclos de luz/oscuridad de 12:12 h.

Clave asignada en bitacora (tnica por recipiente) Nombre de la especie de

~ .
‘/ ||||croa|ga
\A 11A Ch/OI e”a p’ Otothecoides

UTEX 256 <«———— Clave UTEX
MBold 3N modificado pH 7

| Nombre del medio
|y 3-marzo-2016 . Nancy Dguez

Fecha del primer
de cultivoy pH en

indculo -

Nombre del encargado que se encuentra

de la especie

Figura 15. Informacién contenida en la etiqueta de cada recipiente de las muestras bioldgicas.

El medio de cultivo para conservacion fue el Bold3N modificado (Anexo 11.8). Cada 15-20 dias
aproximadamente, se adicionaba un 50 % de volumen de medio de cultivo Bold 3N modificado
ajustado a pH 7. Una vez que el volumen superaba 2/3 partes del envase, ya sea tubo o matraz, se

trasvasaba a un recipiente de mayor volumen (se escalaba, figura 16b) o bien, se duplicaba (figura
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16a); el trasvase se realizaba en condiciones asépticas, en campana de flujo laminar y junto a

mechero Bunsen encendido.

b)

/N

Figura 16. Esquemas de duplicado y escalado de las muestras bioldgicas: a) Duplicado de muestra bioldgica
o cepa (50 % biomasa + 50 % medio de cultivo en cada tubo), b) Escalado de muestra bioldgica (100 %
biomasa + 100 % medio de cultivo en la botella final).

Las microalgas se agitaban manualmente dos veces por dia para mantenerlas en suspensién. Los
tubos con tapdn de plastico se aireaban en campana de flujo laminar y cerca de mechero Bunsen
encendido, aflojando el tapdén por unos minutos y cerrando inmediatamente para evitar
contaminacién. Para los matraces con capacidad de 125 y 250 mL, se prepararon tapones de
algoddn con gasa, a medida de cada boca del recipiente, para permitir la entrada de aire de forma
indirecta. Posteriormente, para botellas con capacidad de 1 L fue necesario el disefio y montaje de

un sistema de aireacion.

7.1.3.1 DISENO DEL SISTEMA DE AIREACION PARA CULTIVO EN BOTELLADE 1L

Se montd un sistema para suministrar aire de manera continua a las botellas de 1L,
con cultivos de las cepas con mayor cantidad de biomasa; el gas se suministré con bomba de aire
(Elite® 802), se filtrd (jeringa filtro estéril de 50 mm de didmetro con membrana de PTFE con poro

de 0.2 um) y se humidificé con agua destilada a través de un matraz Kitasato (figura 17).

Se realizaron pruebas abidticas para regular el flujo de gas suministrado y tener un burbujeo y
agitacion adecuados (aproximadamente 0.66 L/min); las mediciones de velocidad de flujo se
realizaron con un burbujometro. Posteriormente, se esterilizé por vapor el sistema (por secciones)
en autoclave eléctrica Aesa® CV300 a 0.09 MPa, 110 °C por 20 min y se armd en campana de flujo

laminar y cerca de mechero Bunsen encendido.
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Los cultivos de las tres cepas se mantuvieron hasta obtener suficiente biomasa para escalar a
botellas con capacidad de 1 L en el sistema con aireacién. Posteriormente la cepa de las que se tuvo
cantidad suficiente (cultivo en botellas de 1 L) fue seleccionada para realizar los posteriores

experimentos.

&~ Manguera

\

Tapodn de algodén

Tubo de
cristal con

Bomba de aire difusor

Kitasato con
agua destilada

IIIIIIIIIIIIL

—
L

Botellade 1L con
cultivo de microalgas

Figura 17. Diagrama del sistema de aireacidn para el mantenimiento de microalgas, con un solo puerto.

7.2 CULTIVO DE Chlorella sp. EN MEDIO BASADO CON FERTILIZANTES COMERCIALES

Se seleccionaron y adquirieron, cinco fertilizantes comerciales, en cuyas especificaciones se indicaba

que eran solubles en agua, para sustituir el medio de cultivo Bold 3N modificado:

Scotts ®
Miracle-Gro ®
Vita ©

Fixa Fol ®

A S

Folim ®

7.2.1 EVALUACION DE FERTILIZANTES COMERCIALES COMO MEDIO DE CULTIVO PARA LA CEPA

Para cada uno se realizaron pruebas de solubilidad en agua destilada, tras ajustar el pH, lo mas
cercano a 7 con NaOH [1 M] (J.T.Baker®, pureza 95 %). El pH se midié con un pH-metro Hanna

Instrument® HI99141. Se seleccionaron aquéllos que conservaron solubilidad completa, para

58

Maestria en ciencias (Energia y medio ambiente) en el Area de Remediacion Ambiental



Estudio del efecto de la concentracion de CO; en la eliminacién de N y P de agua residual de la
UAM lztapalapa, mediante el cultivo de Chlorella sp.

realizar las pruebas de cultivo con la cepa de la que se logré tener mayor cantidad de biomasa

(Chlorella vulgaris UTEX 2714).

Se realizé entonces un escalamiento de los cultivos en los medios con fertilizantes comerciales de
tubos de ensaye (con 10 mL de medio de cultivo y 10 mL de indculo) hasta matraces con capacidad
de 125 mL (con 190 mL de medio de cultivo). Los sistemas de cultivo se prepararon en matraces
Erlenmeyer de 125 mL con tapén de algoddn con un puerto de muestreo con jeringa (figura 18), con
95 mL de medio de cultivo que contenian 50 % vol. de indculo. Se agitaron manualmente 2 veces al

dia. Las condiciones iniciales de temperatura y pH fueron 26 °Cy 7, respectivamente.

Jeringa de muestreo —

Manguera

Tapoén de algodon —

Matraz con microalgas

Figura 18. Diagrama del sistema de cultivo para el experimento de microalgas con fertilizantes comerciales
como medio de cultivo, con un solo puerto de muestreo.

Se determinaron las cinéticas de crecimiento (seccién 8.2) de la cepa Chlorella vulgaris UTEX 2714
en los medios de cultivo con fertilizantes comerciales y en medio Bold 3N modificado (UTEX, 2016)

en un periodo de 13 dias. Los cultivos se realizaron por triplicado.
7.2.2 DETERMINACION DE LAS CINETICAS DE CRECIMIENTO

Para determinar las cinéticas de crecimiento se utiliz6 el método de recuento celular mediante
camara de Neubauer (BLAUBRAND® de dos cuadriculas de recuento con fondo de 0.1 mm), en
microscopio optico compuesto Olympus® CX21 bajo un objetivo de 40X de aumento y la técnica de
espectrofotometria visible a 680 y 750 nm, con un fotdmetro Handheld Photometer® modelo

ET2020.
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Se realizé una curva patrén o estandar de densidad celular por cada medio de cultivo: se prepararon
suspensiones de 5 mL de volumen total con alicuotas de cultivo en su respectivo medio con las
siguientes relaciones volumétricas: 0/5 (blanco), 1/5, 2/5, 3/5, 4/5 y 5/5 (muestra mas concentrada).
Se midié la absorbancia de cada suspension por quintuplicado y se calculé la absorbancia promedio.
Se determind también la densidad celular de cada suspensidn. Se graficaron los valores de densidad
celular (cél/mL) vs absorbancia (u. a.) de cada medio de cultivo, en Excel (Microsoft ® version 2016)

y se realizaron ajustes lineales (ver anexo 11.10).

Con base en la ecuacidn de la curva patrén, se determinaron por interpolacion los valores de
densidad celular de las muestras que se tomaron diariamente de cada cultivo en matraz (a cada

muestra se le midio la absorbancia).

7.2.3 EXTRACCION DE LiPIDOS DE Chlorella sp. MANTENIDA EN MEDIOS DE CULTIVO BASADO EN
FERTILIZANTES COMERCIALES

La biomasa cultivada en medios basados en fertilizantes comerciales se recuperd por filtracién
(membrana Durapore® PVDF con poro de 0.22 um, didmetro de 47 mm), se secaron los filtros con
biomasa (80 °C, 2 h) en una mufla y, por diferencia de pesos, se determiné la cantidad de biomasa
seca. Todas las muestras fueron cercanas a 0.5 g de biomasa. Cada papel filtro con biomasa fue
envuelto en un segundo papel filtro y depositado dentro de un extractor Soxhlet, Figura 19a. Se
emplearon 50 mL de hexano (J.T. Baker®, pureza de 95 % de n-hexano) como solvente, los cuales se
colocaron con 3 perlas de ebullicion en un matraz balén (con capacidad de 50 mL), previo registro
del peso del matraz con las perlas de ebullicién (peso 1). Una vez montado el sistema Soxhlet, se
calentd en una parrilla de agitacion con calentamiento (LAB COMPANION® Modelo LC-
BDH573036U) a punto de ebullicion del solvente (69 °C); el solvente evaporado se recuperaba en el
condensador (en el enfriador, en que se usaba agua fria) y caia sobre la muestra dentro del papel
filtro, donde entraba en contacto con la biomasa. Una vez que la muestra en la seccién del Soxhlet
se llenaba de solvente, éste se descargaba en el baldn a través de un sifén; dicho proceso constituia
un ciclo. La extraccion se suspendié después de 20 ciclos de aproximadamente 2 min cada uno, para
intentar maximizar la extraccion de lipidos. Posteriormente de recuperé el hexano con destilacién
(figura 19b); una vez evaporado todo el hexano, se pesé el matraz baldén con las tres perlas de
ebullicidn y los lipidos extraidos, éste se registré como peso 2; la diferencia entre el peso 2 y peso 1

consiste en la cantidad de lipidos extraidos.
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a) b)
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Refrigerante Ebullicion del
. solvente
solvente Refrigerante
M A A
4 hTd A4 ™

Soxhlet <

.
—

Ebullicion del

solvente

Figura 19. Sistemas para extraccion de lipidos: a) extractor Soxhlet, b) destilacion del solvente.

7.3 CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DEL EFLUENTE DEL REACTOR UASB DE LA PTAR DE LA UAM
IZTAPALAPA COMO MEDIO DE CULTIVO PARA Chlorella sp.

7.3.1 MUESTREO DE AGUA RESIDUAL

Se tomo una muestra simple de 2 L de agua residual en dos botellas limpias (con capacidad de 1 L
cada una), con tapa y bien etiquetadas (segun indicaciones de NMX-AA-003-1980) por cada punto
de muestreo en la PTAR de la UAM-I: 1 L del influente (entrada al reactor UASB) y 1 L del efluente
(salida al reactor UASB); se midid temperatura y pH in situ, y se refrigeraron a 12 °C para su

preservacion.

7.3.2 CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DEL AGUA RESIDUAL

El agua residual se filtré al vacio con un sistema Millipore® Sterifil® con papel filtro Whatman® 40
(poro de 8 um). Al filtrado se le determind DQO y concentracidn de oxigeno disuelto, asi como
concentraciones de los distintos nutrientes de interés: amonio, nitrato, nitrito, fosfato.

e Se midieron las concentraciones de amonio (NH4") y de oxigeno disuelto (OD) con un sensor

selectivo de iones LabQuest Vernier con dos diferentes electrodos de membrana: uno
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selectivo de ion amonio, con un intervalo de 1-18,000 mg/L (ppm), calibrado previamente y
otro que determina los cambios en los niveles de oxigeno disuelto, con un intervalo de 0 a
15 mg/L (ppm), el cual no requiere calibracion.

e Las concentraciones de nitrato (NOs’), fosfato (POs"®) y DQO fueron determinadas por
técnicas colorimétricas del Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater de la American Public Health Association (APHA):

» Para determinar la demanda quimica de oxigeno (DQO) se siguié la metodologia
descrita en la seccion 5220 D. “Método colorimétrico de reflujo cerrado” (ver anexo
11.2). Una muestra de ion dicromato (Cr,0,%) es digerida, es decir, se oxida el
material de DQO en la muestra. Esto da como resultado un cambio en el estado de
oxidaciéon del cromo, de hexavalente (VI) a trivalente (l1l). Ambas especies de cromo
son coloreadas y absorben en la regién visible del espectro. El Cr,0% absorbe en la
region de los 400 nm, donde la absorcidn del ion crémico (Cr3*) es mucho menor. El
Cr3* absorbe fuertemente en la region de los 600 nm, donde el Cr,05* tiene casi cero
de absorcion de luz. Los compuestos organicos volatiles se oxidan de forma mas
completa en el sistema cerrado debido al contacto mds largo con el oxidante.

» Para medir la concentracién de nitrato (NO3’) se siguid la metodologia descrita en la
seccién 4500-NO3-B. “Método de deteccion espectrofotométrica ultravioleta” (ver
anexo 11.4). La medicidn se realiza en una absorcidon UV a 220 nm que permite la
determinacion rapida de NOs". Debido a que la materia organica disuelta también
puede absorber a 220 nm y NO* no absorbe a 275 nm, una segunda medicién a 275
nm corrige el valor de NOs". La muestra se filtré para eliminar posibles interferencias
de particulas en suspensidon. Ademas, se llevd a cabo una acidificacion con HCI [1 N]
para evitar la interferencia de concentraciones de hidréxido o carbonato de hasta
1000 mg CaCOs/L.

> Para determinar la concentracién de fosfato (PO4*®) se siguié la metodologia
descrita en la seccidon 4500-P E. “Método acido ascorbico” (ver anexo 11.6). El
molibdato de amonio y tartrato de antimonio y potasio reaccionan en medio acido
con ortofosfato para formar un acido fosfomolibdico que se reduce a azul de
molibdeno intensamente coloreado por acido ascérbico heteropoliacido. La

absorbancia de esta especie quimica se mide a 880 nm.
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e La concentracién de nitrito (NO;) se determind con el procedimiento basado en la
reaccion de Griess, de acuerdo con la NMX-AA-099-SCFI-2006 “Determinacion de
nitrégeno de nitritos en aguas naturales y residuales” (ver anexo 11.5). El principio del
método consiste en que los nitritos presentes reaccionan en medio acido (pH = 1.9 a 2.5),
para formar 4cido nitroso que reacciona con la sulfanilamida por una reaccion de
diazoacién para formar una sal de diazonio, la cual por unién con el diclorhidrato de N-(1-
Naftil) etilendiamina forma un colorante azoico de color purpura rojizo (rosaceo) que se

mide espectrofotométricamente a 543 nm.

Se realizaron las curvas patron para cada nutriente (ver anexo 11.7), y se determind la cantidad de

cada nutriente de la muestra problema (agua residual filtrada).

7.4 EVALUACION DEL CRECIMIENTO Y REMOCION DE NITROGENO Y FOSFORO DE AGUA RESIDUAL
CON Chlorella sp. A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE CO;

Los cultivos se prepararon en matraces Erlenmeyer de 250 mL con tapdn de goma con tres puertos:
uno de aireacion, el segundo de muestreo (con jeringa) y el tercero como respiradero tapado sélo

con algodon (figura 20).

Se realizé una prueba abidtica para regular el flujo de gas suministrado (aire por compresor y CO;
por tanque y distribuidor) a 0.96 L/min (ver tabla 11) para tener un burbujeo y agitacién adecuados.

La medicién de la velocidad de flujo se realizé con burbujémetro.

TABLA 11. Flujos de CO,, aire y total suministrados a los cultivos.

Contenido de CO; en aire | Flujo de aire | Flujo de CO; | Flujo total
(% v/v) (L/min)
0 0.9600 0.0000 0.9600
2 0.9408 0.0192 0.9600
10 0.8640 0.0960 0.9600

El agua residual se filtro al vacio con un sistema Millipore® Sterifil® con papel filtro Whatman® 40
(poro de 8 um). Una vez preparado el sistema (algunas secciones unidas y conteniendo agua
residual), se esterilizd en autoclave por secciones a 0.09 MPa, 110 °C por 20 min; para después

armarse en campana de flujo laminar y cerca de mechero Bunsen encendido.
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Manguera 4 Jeringa de muestreo
Bomba de aire A

| T
v

Respiradero

Tapdén de goma

Filtro
Tubo de cristal

con difusor

Kitasato con Matraz o botella

agua destilada con microalgas

Tanque de CO,

Figura 20. Diagrama del sistema de cultivo con tres puertos para el experimento de microalgas con agua
residual como medio de cultivo y suministro de aire con CO,.

El cultivo de 200 mL estuvo compuesto por 100 mL de agua residual (filtrada y estéril) y 50 % de
indculo. Los cultivos se agitaron manualmente cada vez que se tomaba muestra, con cuidado para
evitar desconectar el sistema de alguna de sus partes. Las condiciones iniciales de temperaturay pH

fueron 26 °Cy 9, respectivamente.

Para determinar la cinética de crecimiento, el monitoreo y muestreo (5 mL) se realizaron cada 24 h
los primeros 8 dias y después las muestras tomadas fueron de 10 mL cada 48 h por 5 dias mas. Se
registré temperatura del sistemay presion del tanque de CO,. Cada muestra se filtré al vacio con un
sistema Millipore® Sterifil® con filtros de membrana Durapore® PVDF (poro de 0.22 um, didametro
de 47 mm) previamente secados a 80 °C por una hora y pesados; el filtro con biomasa se secé a 80
°C por 2 hy al filtrado se le midié pH con pH-metro Hanna Instruments® HI99141 y absorbancias (a

680 nm y 750 nm) con fotdmetro portatil Handheld Photometer® modelo ET2020.
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Para la determinacidn de la concentracién de los nutrientes a remover por Chlorella vulgaris UTEX
2714, se realizaron diluciones 1:10 para las primeras 8 muestras y 1:5 para las ultimas 5. Las
concentraciones de los nutrientes se evaluaron en un Fotdmetro Multiparamétrico Hanna

Instruments® HI 83203 (tabla 12) con reactivos comerciales.

TABLA 12. Técnicas utilizadas para la medicién de nutrientes en el fotdmetro

multiparamétrico HI 83203.

Longitud de
Intervalo de .
Iy onda para Tiempo de
. * o xx medicion de R L,
Nutriente Técnica o medir reaccion
concentracion . .
(mg/L) absorbancia (min: s)
(nm)
A -
monio Método Nessler 0-10 420 3:30
Amoniaco
Nitrato Por reduccion de cadmio 0-30 525 4:30
Nitrito Método de sulfato ferroso 0-150 575 10:00
Fosfato Método de acido amino 0-30 525 5:00
oD Método Winkler 0-10 287 2:00
*Para 10 mL de muestra
“"Todas son adaptaciones de las técnicas originales
7.5 GABINETE

Terminadas las tareas de mediciéon y recopilacién de los datos, se realizd el trabajo de

gabinete para proceder al procesamiento de los mismos, por medio de tres tareas principales:

a) Clasificacion de los datos mediante la codificacion, tabulacidon y graficacion de los

mismos en hojas de calculo Excel, MEDUSA 1.0 y Origin Pro 8.
b) Analisis, elaboracién de graficas y tablas comparativas e interpretacion de los datos.

c) Redaccién del informe con los resultados de la investigacién en documento Word.
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CALCULOS:

Cf—Ci
tf —ti

Productividad de densidad celular (cél/mL - dia) =

Cf: Concentracién de la densidad celular final (cél/L)
Ci: Concentracion de la densidad celular inicial (cél/L)

At: Diferencia entre el tiempo en la concentracién final e inicial (dias)

Ln Cfe — Ln Cie

d1) =
n(d) Ao

|: Tasa especifica de crecimiento
Ln Cfe: Logaritmo natural de la concentracién al final de la fase exponencial
Ln Cie: Logaritmo natural de la concentracidn al inicio de la fase exponencial

Ate: Diferencia entre el tiempo en la concentracion final e inicial de la fase exponencial (dias)

Pax 100

Lipidos (%) = b

Pa: Peso del aceite

Pb: Peso de |la biomasa

Cfx 100

Remocion de nutrientes (%) = 100 — ( i

Cf: Concentracion final del nutriente (mg/L)

Ci: Concentracidn inicial del nutriente (mg/L)

NT (mg/L) = N-NOs + N-NOy + N-NH4" + N-NH;

PT (mg/L) = P-PO,*
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RESULTADOS Y
DISCUSION
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 MANTENIMIENTO Y PROPAGACION DE LAS CEPAS DE Chlorella sp.

Las condiciones de iluminacién (luz blanca 570 lux) y temperatura (controlador de temperatura
ajustado a 26 °C) implementadas al sistema de cultivo, fueron generales. Se observd un
favorecimiento en el crecimiento de las cepas de la especie Chlorella vulgaris, particularmente para
la cepa Chlorella vulgaris UTEX 2714, en comparacion con el crecimiento de biomasa de Chlorella
protothecoides. En la tabla 13 se puede observar que en aproximadamente 4 meses se logrd escalar
las cepas Chlorella vulgaris a matraz de 250 mL, la cepa Chlorella vulgaris UTEX 259 no logré
aumentar la cantidad de biomasa lo suficiente como para escalarse a botella en el mismo periodo.
Chlorella vulgaris UTEX 2714 se pudo escalar a dos botellas de 1 L a partir del mes de abril, razén

por lo cual fue la cepa seleccionada para los posteriores experimentos.

TABLA 13. Escalamiento de las 3 cepas mantenidas en laboratorio, a lo largo de 15 meses.

FECHA CEPAS DE MICROALGAS?
Chlorella vulgaris | Chlorella vulgaris | Chlorella protothecoides
UTEX 259 UTEX 2714 UTEX 256
Mes | Aio | T | M1 | M2 |B|T|(M1 | M2 | B | T M1 M2 B
OCT | 2015 | 2 2 5
NOV | 2015 | 4 4 4
DIC | 2015 | 6 6| 2 4
ENE [ 2016 (5] 1 4| 2 2| 3 1
FEB | 2016 |4 | 2 6| 3 2 12| 4 1
MAR | 2016 | 4 2 8| 1 2 12| 3 2
ABR | 2016 | 4 2 6| 2 2| 3 2
MAY | 2016 | 6 2 8| 2 2| 3 2
JUN | 2016 | 6 2 6 1 12 12| 5 2
JUL | 2016 | 6 2 6 22 12| 6 1
AGO | 2016 | 6 1 6 22 12| 6 1
SEP | 2016 | 6 1 4 32 13| 5 1
OCT | 2016 | 6 1 4 32 13| 5 1
NOV | 2016 | 6 1 4 22 |4 4 1
DIC | 2016 | 6 1 4 12 |4 | 4 1
T: tubos de 20 mL, M1: matraz de 125 mL, M2: matraz de 250 mL, B: botella de 1L
Todas las cepas fueron cultivadas en medio Bold 3N modificado
Zparte de las cepas se adaptaron a agua residual doméstica de la UAM-|
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8.2 EVALUACION DE FERTILIZANTES COMERCIALES COMO MEDIO DE CULTIVO

De los cinco fertilizantes de los que se evalud la solubilidad en agua (tabla 14), sélo dos de ellos:
Vita® y Folim® fueron altamente solubles después de ajustar el pH de las soluciones acuosas a 7. El
resto de los fertilizantes formaron precipitado. Los fertilizantes que no formaron precipitado fueron

aprobados para evaluarlos como medio de cultivo para Chlorella vulgaris UTEX 2714.

TABLA 14. Solubilidad de los fertilizantes después del ajuste a pH 7.

Fertilizante | Relacién NPK | Estado de agregacién | Formacion de precipitado | APP™
Scotts’ *10-10-10 Sélido Si X
Miracle-Gro® | "15-30-15 Sélido Si X
Vita® 11-10-12 Liquido No v
FixaFol’ 20-20-20 Sélido Si X
Folim® 20-31-10 Sélido No 4

*Nitrégeno de amoniaco (N-NHs) y nitrégeno de urea (N-CH4N,0)

**Aprobado para prueba como medio de cultivo de Chlorella vulgaris UTEX 2714

8.3 CINETICA DE CRECIMIENTO DE Chlorella vulgaris UTEX 2714 EN MEDIO DE CULTIVO BASADO
EN FERTILIZANTES COMERCIALES

El crecimiento de Chlorella vulgaris UTEX 2714 en los medios con los dos fertilizantes solubilizados

completamente en agua fue significativamente distinto, como se puede observar en la figura 21.

Se distinguieron dos fases de crecimiento: la de adaptacién con una duracién aproximada de 7 dias
y la exponencial posteriormente. La cepa en el medio con Folim® tuvo una cinética de crecimiento
con una tendencia similar a la del medio convencional, Bold 3N modificado; sin embargo, mostré
un mayor crecimiento celular, a los 11 dias de cultivo: alcanzé una densidad celular de (8.10 + 1.28)
x 108 cél/mL, mayor en ~ 25.00 % que la observada para la cepa en el medio Bold 3N modificado

((6.46 £ 1.74) x 10° cél/mL a los 12 dias de cultivo).

Chlorella vulgaris UTEX 2714 en el medio con el fertilizante Vita® presentd una densidad celular
méaxima a los 12 dias de cultivo ((3.82 + 0.70) x 10° cél/mL). Dicho valor de densidad celular fue ~
41.00 % menor con respecto al medio Bold 3N modificado. Es importante mencionar que a partir
del dia 6, la cepa perdio la coloracidn verde que caracteriza al género Chlorella (en los 3 matraces,

tornando a un color blanco y luego marrdén), dia en el que también se observd un decaimiento en
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el pH de 6.20 a 5.00 + 0.50 (ver figura 22). Aun cuando la densidad celular aparentemente aumentd
en los dias siguientes, su capacidad fotosintética, dependiente de la clorofila, y contenido
bioquimico fueron alterados a diferencia de las cepas en los otros dos medios, cuyos cultivos
conservaron su coloracion hasta el final del experimento. Es probable que parte de la biomasa haya

muerto.
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Figura 21. Cinéticas de crecimiento de Chlorella vulgaris UTEX 2714 en medios con los

fertilizantes Folim®, Vita® y Bold 3N modificado, a una temperatura de 25+ 2 °C.
En la tabla 15 se pueden observar las productividades de densidad celular para Chlorella vulgaris
UTEX 2714 (en la fase exponencial), la mayor es de (15.00 + 1.50) x 10° cél/mL-dia con fertilizante
Folim® como medio de cultivo. Con Bold 3N modificado fue de (9.16 * 5.42) x 10° cél/mL-dia, la
productividad mas baja fue de (6.66 + 2.83) x 10° cél/mL-dia con fertilizante comercial Vita® como
medio de cultivo. Antonio et al. (2002) logré una productividad de densidad celular en la fase
exponencial de 29 x 10° cél/mL-dia con una especie del género Chlorella sp., en cultivos de 300 mL
con un medio sintético (relaciéon de NP de 9:1); es decir, el doble a la alcanzada con el fertilizante
Folim®. Su relacion de NP fue mayor a la del fertilizante Folim® (1:1.5, tabla 14), lo que favorecio su

crecimiento.
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Figura 22. Curva de pH de Chlorella vulgaris UTEX 2714 en medios con los fertilizantes Folim®,

Vita® y Bold 3N modificado, a una temperatura de 25 + 2 °C.

La constante o velocidad especifica de crecimiento (1) también se muestra en la tabla 15, se puede
observar que la mayor es de 0.234 + 0.052 d* con el fertilizante Folim®, después le sigue Vita® y el
medio convencional Bold 3N modificado, 0.167 + 0.059 y 0.103 + 0.032 d*, respectivamente.
Converti et al. (2009) cultivaron Chlorella vulgaris CCAP 211 en matraz Erlenmeyer de 2 L con medio
Basal Bold y calcularon una p de 0.14 + 0.00 d?, que es un valor similar a la velocidad especifica de
crecimiento calculada de Chlorella vulgaris UTEX 2714 con fertilizante comercial Vita® en el

presente estudio.
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TABLA 15. Productividad de densidad celular de crecimiento en la fase exponencial y

tasa especifica de crecimiento.

Fase .
. Productividad de
. . . exponencial , p*
Especie Medio de cultivo . densidad celular "
(dia) s . A (d?)
— - (10° cél/mL-dia)
Inicio | Final
Chlorella vulgaris Bold 3N modificado | 4 10 9.16+5.42 0.103 £ 0.032
UTEX 2714 Folim® 8 11 15.00+ 5.00 0.234 £ 0.052
(Presente estudio, 2016) Vita® 9 12 6.66+2.83 0.167 + 0.059
Chlorella sp. Medio sintético
(Vera et al., 2002) (relacién 9:1de NP) 2 10 29 ND
Chlorella vulgaris
CCAP 211 Medio Basal Bold | N.D. | N.D. N.D. 0.14 £ 0.00
(Converti et al, 2009)
*Calculada del Ln de la cinética completa de crecimiento.

Al comparar las cinéticas de crecimiento de la cepa en los medios con fertilizante comercial, es
evidente que el mayor crecimiento se presentd en el medio con mayor proporcion de P (ver tabla
14). El fésforo es fundamental en muchos procesos celulares, tales como la formacién de acidos
nucleicos y transferencia de energia (Grobbelaar, 2004). Aunque el contenido en fdésforo de las
microalgas es menor al 1 %, su deficiencia en el medio de cultivo es una de las mayores limitaciones
al crecimiento. El fertilizante Folim® es el Unico que contenia nitrégeno de urea, segln Sayed et al.
(2011) aunque el nitrato es conocido como la fuente preferida de nitrégeno para muchas especies
de algas, la urea parece ser la fuente de nitrogeno mas eficaz para proporcionar a algunas Chlorella
vulgaris una cantidad suficiente de carbono junto a la misma cantidad de nitrégeno ya que en su
estudio alcanz6 0.9 g/L de biomasa con urea como fuente de nitrégeno y 0.5 g/L con nitrato como
fuente de nitrégeno, ambos a las mismas condiciones. Por otra parte, el fertilizante Folim® contiene
0.2 % de otros elementos traza como: B, Cu, Fe, Mo, Mn y Zn a diferencia del fertilizante Vita® (ver

anexo 11.9).
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8.4 CONTENIDO LIPIDICO DE Chlorella vulgaris UTEX 2714 MANTENIDA EN MEDIOS DE CULTIVO
BASADOS EN FERTILIZANTES COMERCIALES

En cuanto al porcentaje de lipidos extraidos respecto a la biomasa seca se esperaba un valor entre
5y 58 %, de acuerdo con resultados reportados para la especie Chlorella vulgaris (Wu et al., 2012;
Loera-Quezada & Olguin, 2010). Cabe mencionar que los cultivos en los tres medios fueron
mantenidos por 5 semanas mas, replicando cada 15 dias para obtener suficiente biomasa para el
proceso de extraccion de 4acidos grasos. En este proceso la cepa en medio Vita® recuperd su

coloracién verde después de la primera réplica, favoreciendo a las células viables.

Los resultados obtenidos fueron los siguientes: la mayor cantidad de lipidos extraidos se encontré
en la biomasa cultivada en el fertilizante Folim®, seguido por el cultivo en Vita® y finalmente, el
cultivo con el menor porcentaje asociado de lipidos extraidos fue el del medio Bold 3N modificado
(ver figura 23). Los resultados obtenidos fueron al menos 13.00 % mas altos que el valor maximo del
intervalo antes mencionado. Este valor fue muy similar al estudio de Yeh & Chang (2012), en el cual
Chlorella vulgaris ESP-31 crecié en condiciones fototroficas (CO,), foto-heterotroficas y mixotroficas
en medio rico en nitrégeno (es decir, medio basal y medio Bristol modificado), alcanzando una
concentracion de biomasa de 2.88 g /L (ver tabla 16). En medio Bristol mixotréfico (glucosa y CO,)
alcanzoé un 57.61 % de lipidos. Por otra parte, Liang et al. (2009) cultivaron Chlorella vulgaris UTEX
259 en medio heterotréfico con glucosa (1 %) en un fotobiorreactor con capacidad de 1 L durante 6
dias y lograron una concentracién de biomasa de 0.25 + 0.01 g/L con un porcentaje de lipidos
extraidos de 38.00 + 2.00 %, lo que constituye 2 % menos que la obtenida en el presente estudio
con el medio Bold 3N modificado. De los medios con fertilizantes comerciales, el que tenia mayor

contenido de P también dio como resultado en el cultivo, un mayor porcentaje de lipidos extraidos.

73

Maestria en ciencias (Energia y medio ambiente) en el Area de Remediacién Ambiental



Estudio del efecto de la concentracion de CO; en la eliminacién de N y P de agua residual de la
UAM lztapalapa, mediante el cultivo de Chlorella sp.

0,12 - 100
Biomasa L
Q Acidos grasos Lo
S 0,104 - >
= . - 80 2
© = L %)
€ 008 * 70 E
(@] ()]
5 1 - 60 *
o) E: I o)
o 0,06+ T -50 ©
c I Y(tJS
9 F40 o
8 0,04 I ©
= ' -30 o
% . S
-20 <
%’ 0,02- [ g
O -10 O
A (@]
0,00 r : 0

Bold 3N Folim Vita

Figura 23. Concentracion de biomasa y porcentaje de lipidos extraidos de Chlorella

vulgaris UTEX 2714.

TABLA 16. Concentracién de biomasa y porcentaje de lipidos extraidos de Chlorella vulgaris

UTEX 2714.

Concentracion de Porcentaje de
Especie Medio de cultivo biomasa lipidos extraidos
(g/L) (%)
Bold 3N modificado 0.086 + 0.001 40.00£0.11
(Gnierale) et WIS /L Folim® 0.094 + 0.001 56.79 +1.94
(En este estudio)
Vita® 0.082 £ 0.001 51.64+1.42
Medio Bristol
Chlorella vulgaris ESP 31 . e
+
(Yeh & Chang, 2012) mixotrdéfico (glucosa 'y 2.88+0.80 57.61
C0,)
Ch/ore//a vulgaris UTEX 259 Medio heterétrofo con 0.5 + 0.01 38.00 + 2.00
(Liang et al., 2009) glucosa
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8.5 CARACTERIZACION DEL AGUA RESIDUAL DOMESTICA DE LA PTAR DE LA UAM-|

En la tabla 16 se presenta la temperatura y el pH del influente y efluente del reactor UASB. Estos
valores se encuentran cerca de los valores de temperatura y pH éptimos para Chlorella vulgaris
UTEX 2714 los cuales son 25 °Cy 7, lo que permite utilizar el efluente del reactor UASB de la UAM-I

como medio de cultivo para la cepa.

TABLA 17. Temperatura y pH registrados para el
influente y efluente del reactor UASB de la UAM-I.

INFLUENTE EFLUENTE
Temperatura (°C) 22+1 24+1
pH 7.76 £0.01 7.67 £0.01

También se encontrd nutrientes nitrogenados y fosforados en la salida del reactor UASB (ver tabla
17). La muestra del efluente presenté una mayor cantidad de nitrégeno total (510.93 + 14.87 mg/L),
que de fésforo total (81.53 + 0.40 mg/L). El nitrégeno es el nutriente mas importante para las
microalgas después del carbono (Grobbelaar 2004, Abdel-Raouf et al. 2012), y seguin Hernandez-
Pérez & Labé (2014) el nitrégeno es un factor limitante del crecimiento y estd relacionado con su

productividad.

TABLA 18. Caracterizacion fisicoquimica de las muestras
de influente y efluente del reactor UASB de la UAM-I.

) INFLUENTE EFLUENTE
PARAMETRO /) &/l
[DQO] 1812.67 + 6.43 1104.33 £ 8.25
[OD] 0.04+0.32 1.70 + 0.69
[NH4"] 62.0+0.75 40.30 £ 0.53
[NO5] 16.720.86 3470+ 1.52
[NO;] 2601.67 + 13.38 1551.67 + 12.83
[NT] 843.38 + 14.99 510.93 + 14.87
(PO, 158.5 £ 0.40 250.00 + 0.40
[PT] 51.69 £ 0.40 81.53 +0.40
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8.6 CINETICA DE CRECIMIENTO DE Chlorella vulgaris UTEX 2714 EN AGUA RESIDUAL DOMESTICA
A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE CO;

En la figura 24 se presentan las cinéticas de crecimiento de Chlorella vulgaris UTEX 2714 cultivada
en agua residual, con suministro de aire atmosférico (indicado como 0 % de CO3), 2 y 10 % de CO;
en aire. Sélo las fases de adaptacién y crecimiento exponencial fueron observadas a0y 2 %; a 10 %

se alcanzo la fase estacionaria.

La densidad celular del cultivo con 0 % de CO;alcanzada fue de (1.09 * 0.28) x 107 cél/mL a los 17
dias de cultivo; respecto al indculo inicial (5.41 + 0.45) x 10° cél/mL tuvo un crecimiento del 101 %.
Cuando el cultivo es aireado con 2 % de CO, se obtuvo una densidad celular de (1.19 + 0.82) x 107
cél/mL a los 20 dias de cultivo, lo que significa un crecimiento del 120 %. Cuando el cultivo es
provisto con aire con 10 % de CO,, la densidad celular fue de (5.42 + 0.49) x 10° cél/mL, es decir un

crecimiento de 0.18 %, respecto al indculo inicial.
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Figura 24. Cinéticas de crecimiento en densidad celular de Chlorella vulgaris UTEX 2714,

cultivada a diferentes concentraciones de CO; a 25.5 + 1.0 °C.
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En todos los matraces se observo el desarrollo de una biopelicula en las paredes; ésta se retird y se
cuantificé junto con la biomasa suspendida al término de la determinacién de las cinéticas de
crecimiento (a 38 dias de cultivo). En cuanto a la cantidad de biopelicula y biomasa suspendida
obtenida, en la figura 25 se puede observar que Chlorella vulgaris UTEX 2714 cultivada en agua
residual por 38 dias, a una concentracion de 0 % de CO; alcanzo los 0.23 £ 0.001 g; con 2 % de CO;
se lograron (0.340 * 0.001) g/L, es decir el 47.80 % mas del alcanzado al cultivarse sin COy;
finalmente, cuando el cultivo es suministrado con 10 % de CO; se formé una biomasa de: (0.050 *

0.001) g/L, aproximadamente un incremento del 21.70 % respecto al caso de aire sin CO,.

0.4
M 38 dias de cultivo
0.35

03
0.25

0.2
0.15

0.1

Biopelicula y biomasa suspendida (g)

0.05

0 2 10

Contenido de CO; en la aireacion (% v/v)

Figura 25. Cantidad biopelicula obtenida durante el crecimiento de Chlorella vulgaris UTEX

2714, cultivada a diferentes concentraciones de CO,.

Los resultados anteriores, de cinéticas de crecimiento y de masa de biopelicula indican un maximo
de crecimiento en el cultivo de Chlorella vulgaris UTEX 2714 en el intervalo de [0,10] % de CO,, dado
que el mayor crecimiento se observd para el cultivo con suministro de 2 % CO,, debido a la

biopelicula (figura 26).
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Antes de agitar

10 % CO,

N

Figura 26. Esquema de la biopelicula de Chlorella vulgaris UTEX 2714, formada a los 36 dias

de cultivo a diferentes concentraciones de CO,.

El pH inicial fue de 9 (perteneciente al agua residual), nétese la acidificacion con el suministroa 2 %
y 10 % de CO; alcanzando pH de 8.7 y 8.0 (figura 27), respectivamente, valores que se mantuvieron

mas o menos constantes durante el crecimiento de las microalgas en el periodo de los experimentos.
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Figura 27. Curvas de pH de Chlorella vulgaris UTEX 2714, cultivada a diferentes

concentraciones de CO; a 25.5+ 1.0 °C.

Las productividades de densidad celular fueron muy similares a 0y 2 % de CO, (8.57 + 5.71) x 10°
cél/mL-diay (8.75 + 1.87) x 10° cél/mL-dia, respectivamente (ver tabla 19), aunque no se tomé en
cuenta la densidad celular que se formdé como biopelicula a los 36 dias de cultivo (ver figura 24). En
un estudio previo con la misma especie Chlorella vulgaris UTEX 2714 no axénica, se observd una
productividad de (5.25 + 1.87) x 10° cél/mL-dia mostrando la misma curva atipica que en distintas
concentraciones de CO,, ver anexo 11.11. Finalmente, para 10 % de CO; fue de apenas de (2.86 +
1.43) x10° cél/mL-dia. Jeong et al. (2013) cultivé Chlorella vulgaris en medio N-8 en matraz
Erlenmeyer de 250 mL con un flujo de aireacion de aproximadamente 16 L/min con 0y 10 % de CO,
y bicarbonato de sodio, su productividad sin CO, fue de 8.57 x 10° cél/mL-dia, de manera similar al
presente estudio con 0 % de CO,; con 10 % de CO, obtuvieron 22.8 x 10° cél/mL-dia, una
productividad 10 veces mayor a la alcanzada en este estudio, con la misma concentracién de CO..
Al parecer Chlorella vulgaris UTEX 2714 no logrd adaptarse a 10 % de CO; a diferencia de la sepa

utilizada por Jeong et al.
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TABLA 19. Productividades de densidad celular de Chlorella vulgaris UTEX 2714 en la

fase exponencial.

Fase Productividad

Medio Flujo |Contenido . . 4
. } exponencial | de densidad 1}
Especie de | deaire | deCO; (dia) celular (d?)

. A 0,
cultivo | (L/min) (%) Inicio | Final | (10° cél/mL-dia)

. Agua
Chlorella vulgaris residual’

UTEX 2714 0.90% 0 8 12 5.09+1.73 0.100 +0.019

. (julio,
(No axénica) 2016)
Chlorella vulgaris | Agua 0 10 | 17 | 857+571 |0.032+0.007
UTEX2714 | residual® | oy 2 10 | 20 | 875+1.87 |0.029+0.006
(Presente estudio, | (octubre, ) o= : s
2016) 2016) 10 10 17 2.86+1.43 0.009 + 0.007
Chiorella vulgaris | Medio | _ 0 05 | 55 8.57 N.D.
(Jeong et al., 2003)|  N-8 10 25 | 6.5 22.8 N.D.
Agua
Chlorella vulgaris | residual 0.25 0 ND. | ND. N.D. 0.108

(Gao et al., 2014) | tratada
(porcina)

!Efluente del reactor UASB de la PTAR de la UAM-I
2Aireacién con bomba de aire

3Aireacién con compresor de aire

4Calculada del Ln de la cinética completa de crecimiento

En cuanto a la velocidad especifica de crecimiento (W), también comparada en la tabla 19, se
obtuvieron valores similares entre 0 y 2 % de CO,, la mas baja fue con 10 %. En un estudio previo
con Chlorella vulgaris UTEX 2714 no axénica, con una densidad inicial de (1.85 * 0.27) x 10°
cél/mL-dia con el mismo tipo de agua residual, aireada con bomba de aire y un flujo de aire similar
al presente estudio, se calculé una u de 0.100 + 0.019 d-1; hasta 33 veces mayor que con 0y 2 % de
CO,, cabe mencionar que pese a la mayor densidad inicial con la cepa axénica ((5.41 + 0.45) x 10°
cél/mL-dia) no se alcanzé una mayor velocidad especifica de crecimiento debido, tal vez al agua
residual de la PTAR de la UAM lIztapalapa que suele cambiar su composicién de nutrientes alo largo
del afio, ya que no fue la misma para ambos experimentos, desafortunadamente no se evaluaron
nutrientes del agua residual con la cepa no axénica. Sin embargo, el estudio de Gao et al. (2014) con
Chlorella vulgaris tiene una pu de 0.108 d-1, similar a la alcanzada con la cepa no axénica, el medio
de cultivo que utilizaron fue agua residual porcina (con NP de 19:1) con un flujo de 0.25 L/min sin

CO; la relacidn de NP del agua residual porcina es mayor a la del presente estudio (1:1.6). Lo que
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confirma la idea de que el agua residual de la PTAR de la UAM lztapalapa del julio del 2016, debid

tener una relacion de NP similar a la de Gao et al.

8.7 REMOCION DE NITROGENO Y FOSFORO CON Chlorella vulgaris UTEX 2714 EN AGUA RESIDUAL
DOMESTICA A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE CO,

La remocidn de nitrato fue del 100 + 0.05 %, para los cultivos de Chlorella vulgaris UTEX 2714 con
suministrode 0, 2y 10 % de CO,, se logré remover los 20 + 0.01 mg/L de nitrato desde el primer dia
de cultivo (figura 28). El agua residual no contenia nitrito o su concentracidn estuvo todo el tiempo

por debajo de limites de deteccidn (figura 29).

En cuanto al amonio, figura 30, la concentracidn de esta especie quimica en el cultivo al inicio fue
de 11.40 = 0.01 mg/L; con un flujo de aire sin diéxido de carbono (0 % CO;) se removieron ~4.60
mg/L, el 59.65 + 11.22 % desde el dia 1 de cultivo, hasta alcanzar el 96.49 + 1.06 % de remocién
(~11.0 mg/L) a los 20 dias de cultivo, para tener 0.40 = 0.99 mg/L como concentracion final. Con 2
% de CO; se removieron ~3.45 g/L (el 30.26 %) desde el primer dia de cultivoy 11.4 mg/L, el 100
0.09 % para el dia 20, en que la concentracion final fue 0 + 0.01 mg/L. Finalmente, con 10 % de CO;
se removio el 30.70 + 19.20 % desde el dia 1 de cultivo; el dia 20, su concentracion final fue de 0 £
0.01 mg/L. Considerando las barras de error, no hay diferencias significativas respecto a la remocién
de amonio entre 0y 2 % de CO,, sin embargo a partir del dia 17 se alcanzé un 100 % de remocién

de amonio con 2y 10% de CO, que a 0 % CO..
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Figura 28. Cinéticas de remocidén de nitrato con Chlorella vulgaris UTEX 2714 a
diferentes concentraciones de CO,.
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Figura 29. Cinéticas de remocién de nitrito con Chlorella vulgaris UTEX 2714 a

diferentes concentraciones de CO,.
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Figura 30. Cinéticas de remocién de amonio con Chlorella vulgaris UTEX 2714 a

diferentes concentraciones de CO,.

Respecto a la remocidn de amoniaco, la concentracién de éste en funcién del tiempo se muestra en
la figura 31. La concentracion inicial de amoniaco fue de 10.8 = 0.01 mg/L; con el cultivo con el flujo
de aire sin CO; se removid el 40.74 £ 22.49 % desde el primer dia de cultivo, hasta alcanzar el 97.45
+1.72 % a los 20 dias de cultivo, correspondiente a 0.27 + 0.11 mg/L de concentracion final. Con 2
% de CO; se removid el 71.29 £ 16.21 % desde el dia 6 de cultivo, el dia 20, la concentracién final
fue de 0 £ 0.01 mg/L (100 £ 0.09 % de remocion). Finalmente, con 10 % de CO; se removid el 90.27
t 2.92 % que de igual forma se mantuvo practicamente constante hasta el dia 6, tal que su
concentracion final fue de 1.05 + 0.01 mg/L. De esta forma, se pudo observar que la remocién de
amonio y amoniaco varia segun la concentracién de CO; que se suministre: hubo una mayor

remocidon a2y 10 %y en ultimo lugar a 0 % CO..
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Figura 31. Cinéticas de remocidn de amoniaco con Chlorella vulgaris UTEX 2714 a

diferentes concentraciones de CO,.

En cuanto a la remocidn de ortofosfatos (PO43) se presenta la figura 32. La concentracién inicial en
el agua residual fue de 42 + 0.01 mg/L. Con un flujo de aire y 0 % de CO; se removio el 74.42 + 1.89
% desde el dia 4 de cultivo, hasta alcanzar el 89.53 £ 0.79 % a los 20 dias de cultivo, correspondiente
a (4.50 + 0.01) mg/L de concentracion final. Con 2 % de CO; se removi6 el 53.49 + 3.42 % desde el
dia 2 de cultivo y el 94.77 + 2.85 %, a los 20 dias de cultivo, lo que corresponde a una concentracién
final de (2.25 + 1.06) mg/L. Finalmente, con 10 % de CO; se obtuvo el 41.86 + 4.27 % de remocion
de ortofosfatos en el primer dia de cultivo; al dia 20, su concentracién fue de (17.0 £ 0.01) mg/L,
correspondiente a 60.46 £ 2.91 % de remocién. La mayor remocidn de ortofosfatos se alcanzé con

2 % de CO,.
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Figura 32. Cinéticas de remocion de fosfato con Chlorella vulgaris UTEX 2714 a

diferentes concentraciones de CO,.

Aparentemente Chlorella vulgaris UTEX 2714 removié con mayor rapidez los nitratos, respecto a
otras fuentes de nitrégeno, sin importar la concentracidn de CO; que se le suministré. La preferencia
de esta cepa por el nitrato es debido a su adaptacion a la absorcién de esta molécula que suele
tomar de su medio convencional (Bold 3N modificado, anexo 11.8) en forma de nitrato de sodio
(547 mg/L de NO3-NaNOs). Por otro lado, el N en forma de amonio y amoniaco fue mas facilmente
asimilable por Chlorella vulgaris UTEX 2714 en un cultivo con aireacidn con 2 % de CO; hasta un 100
1 0.09 %, para ambos nutrientes Esto también se observd con la eliminacion de ortofosfatos, a un
flujo de aire con 2 % se redujo 94.77 + 2.85 %, como maxima remocion del nutriente. La cepa
Chlorella vulgaris UTEX 2714 suele asimilar hasta 59.79 mg/L de PO,;3 en su medio convencional
Bold 3N modificado ver anexo 11.7 (UTEX, 2017) a pH 7. Las remociones mas altas se realizaron a 0
y 2 % CO; en que los valores de pH de los cultivos se mantuvieron mas cercanos a 9 (ver figura 27),
mientras que a 10 % el pH se mantuvo préximo a 8. Segun el diagrama de predominio mostrado en
la figura 33, el PO,* se encontraba en mayor concentracién a pH 9 que pH cercano a 8, por lo que

se encontraba en mayor disponibilidad como fuente de fésforo para las microalgas.
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[NH,] 0.13 mM

TOT

[NOs-]lror= 64.50 yM [PO43‘]TOT = 90.56 \M

IT_og Conc.

Figura 33. Logaritmo de la concentracién de cada forma de los nutrientes presentes en el agua

residual de la UAM-I en funcién del pH. Elaboracion propia, con programa MEDUSA 1.0.

La concentracidon de nitrégeno total inicial fue de 22.27 + 2.52 mg/L (figura 34), con un flujo de aire
sin CO3 la concentracion final a los 20 dias de cultivo de Chlorella vulgaris UTEX 2714, fue de 1.72
0.01 mg/L, de manera que hubo un 92.28 + 7.88 % de remocion; con 2 % de CO; en el flujo de aire,
la concentracion final fue de 0 £ 0.01 mg/L, o bien, 100 + 1.65 % de remocién de NT. Finalmente,
con un flujo de aire con 10 % de CO,, la concentracidn final fue de 4.92 + 0.42 mg/L, o bien se tuvo
89.22 + 6.10 % de remocién. Se pudo observar que la mayor remocién de NT se logrd con un flujo

de aire con 0y 2 % de CO,, sin diferencia significativa tomando en cuenta sus incertidumbres.

En cuanto al fosforo total, se inicié con una concentracién de 13.69 + 0.01 mg/L (figura 35). Cuando
a Chlorella vulgaris UTEX 2714 se le suministrd un flujo de aire sin CO; la concentracién final a los
20 dias de cultivo fue de 2.50 + 0.01 mg/L, correspondiente a 81.74 + 0.08 % de remocidén; con un
flujo de aire mezclado con 2 % de CO,, la concentracidn final fue de 1.50 + 0.01 mg/L, con lo que
hubo 89.04 + 0.08 % de remocién de PT. Con 10 % de CO,, la concentracion final de fésforo total fue
de 3.50 £ 0.01 mg/L, correspondiente a 74.43 + 0.08 % de remocion. En este caso la mayor remocion

de PT se logrd con un flujo de aire con 2 % CO,.
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Figura 34. Cinéticas de remocién de la concentracién de nitrégeno total (NT) por Chlorella vulgaris
UTEX 2714, cultivada a diferentes concentraciones de CO,.
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Figura 35. Cinéticas de remocion de la concentracion de fésforo total (PT) por Chlorella
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La cepa Chlorella vulgaris UTEX 2714, tiene una alta capacidad de remocién de NT y PT, con
aireacion sin CO;: 92.28 + 7.88 % y 81.74 £ 0.08 %, respectivamente a los 20 dias de cultivo.
Gao et al. (2014) eliminaron N y P de agua residual municipal con 0.1 g/L de biomasa microalgal
de Chlorella vulgaris (cercana a la concentracién utilizada para el presente estudio, ver tabla
20) con aireacidn sin CO», las concentraciones iniciales fueron de 19.12 + 0.52 m/L de nitrégeno
y 1.24 + 0.12 mg/L de fésforo; la remocién a los 15 dias de cultivo, fue de 42.1 y 91.94 %,
respectivamente. Aunque la remocion de N fue mayor en el presente estudio, la de fésforo fue
menor, esto se debe a las distintas concentraciones iniciales: 22.27 + 2.52 mg/L de Ny 13.69

+0.01 mg de P.

Su et al. (2012) adaptaron por un mes una cepa de Chlorella vulgaris en agua residual municipal
(en el presente estudio fue de 4 meses ver cuadro 13, pag. 64), posteriormente obtuvieron una
alta remocién (superior al 90 %) de N y P con 0.8 g/L de biomasa, a los 6 y 3 dias de cultivo.
Ellos concluyeron que la previa adaptacion de las microalgas en el agua residual fue el principal
mecanismo de remocion del N y P (tabla 20). Por otro lado, Bonchai et al. (2012) cultivaron
Chlorella vulgaris (0.14 g/L) en agua residual de un efluente final de una planta de tratamiento
de agua residual urbana, que contenia 29 mg/L de NT y 0.15 mg/L de PT; la remocidn, a los 7
dias de cultivo, fue del 70 y 80 %, respectivamente. Aunque el sistema tuvo aireacién el flujo
no contenia CO,. Observaron que se redujo el N y P hasta 60 % en 2 dias y concluyeron que,
para mejorar la eliminacién de N y P, se necesita un TRH (tiempo de retencién hidraulica)
adecuada. Por lo anterior, para una aplicacion en planta de tratamiento éste es un parametro

de operacion de los fotobiorreactores importante.

Mendez et al. (2016) eliminaron del agua residual urbana 94.48 % de 70.23 mg/L de N inicial y
93.1 % de 4.79 mg/L de P inicial con 0 % CO; en 11 dias de cultivo, con 0.2 g/L de biomasa
(Chlorella vulgaris) escala matraz Erlenmeyer de 500 mL. Los altos porcentajes de remocion,
en este caso se deben no solo a la concentracién inicial de N y P, sino también a la alta
concentracion de biomasa, aun asi, el porcentaje de remocion de N eliminada en la PTAR de la

UAM-I fue similar a la de Mendez et al. (tabla 20).
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0
P 13.69 £ 0.01 81.74 £ 0.08
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Cuando al cultivo de la cepa Chlorella vulgaris UTEX 2714 se le suministrd 2 % de CO; en aire

se obtuvo: 100 + 1.65 % y 89.04 £ 0.08 % de remocidn de NT y PT a los 20 dias de cultivo con

una concentracion de biomasa de 0.14 g/L. La remocion de N y P fue de hasta 10 % menor,

respecto a lo obtenido por Choi et al. (2012) con 1 g/L de biomasa microalgal (Chlorella

vulgaris) quienes con un flujo de aproximadamente 0.05 % CO,, eliminaron 81.04 % de Ny 96.9

% de P de agua residual municipal con 53.33 mg/L de N y 11.3 mg/L de P (como

concentraciones iniciales, ver tabla 20). Consideraron que no se removieron los contaminantes

al 100 % dada la baja concentracién de biomasa que utilizaron en relacién con la concentracién

de ortofosfatos, por lo que dicha relacién mejoraria la eficiencia de remocidn. Resulta

interesante que las concentraciones iniciales de N y P fueron bastante similares al del presente

estudio con el efluente de la UAM-I (concentraciones iniciales: 22.27 +2.52 mg/L de Ny 13.69

+ 0.01 mg de P), en que ademas la concentracidn inicial de biomasa fue alrededor de 2 veces

menor.

Velichkova et al. (2014) eliminaron N y P con Chlorella vulgaris (1 g/L) a escala matraz

Erlenmeyer (500 mL) con 250 mL de agua residual de acuicultivo; fueron mantenidas a

temperatura ambiente (25-27 °C) con iluminacidn artificial (luz fluorescente con un

fotoperiodo luz: oscuridad de 12:12 h), utilizaron como fuente de carbono CO; (2 % v/v). Las

concentraciones de N y P iniciales fueron 11.12 mg/L y 3.6 mg/L, respectivamente; los

porcentajes de eliminacién fueron a los 4 dias de cultivo: 63.23 y 41.66 % de remocidn,

respectivamente (tabla 20). Estos valores de porcentaje de remocién son menores a los

obtenidos en el presente estudio, en el cudl se elimind 71.62 % de N que también supera el

valor obtenido por Wang et al. (2015) quienes eliminaron N de agua residual porcina, con una

alta concentracién de DQO y nitrégeno amoniacal, que Chlorella vulgaris JSC-6 aprovechd para

su crecimiento; la diluyeron 1:5 y se le suministré 2.5 % CO, al cultivo para realizar el

tratamiento; se logré apenas un 39.6 % de remocién de N a los 13 dias de cultivo.

Gao et al. (2016) utilizaron 0.025 g/L de biomasa microalgal de Chlorella vulgaris en agua

residual de acuicultivo, CO; fue suministrado continuamente para mantener el pH a 6.8-7.0;

los porcentajes de remocién a los 16 dias de cultivo fueron de 86.1 % de N y 82.7 de P, las

concentraciones iniciales fueron: 6.81 y 0.42 mg /L, respectivamente (tabla 20). El porcentaje

de remocioén de fosforo fue mayor y la remocion de nitrégeno fue similar (74.43 £ 0.08 % de P

89.22 + 6.10 de N) comparado con los resultados con 10 % CO,, obtenido en el presente
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estudio, cuyo pH valorado fue de 8.5 + 0.01, por lo que posiblemente el porcentaje total de

CO,, pudo ser mayor al 10 %.
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CONCLUSIONES
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9. CONCLUSIONES

1. El medio Bold 3N modificado y las condiciones de cultivo del laboratorio (medio ajustado a pH 7,
26 °C, 570 lux y ciclos de luz-oscuridad 12:12 h) favorecieron mas el crecimiento de Chlorella vulgaris
UTEX 2714, respecto a Chlorella vulgaris UTEX 259 y Chlorella protothecoides UTEX 256, por lo que

se logré realizar el escalamiento a botella de 1 L.

2. Los fertilizantes comerciales Vita ® y Folim ® resultaron aptos para pruebas como sustituto del
medio de cultivo Bold 3N modificado (solubilidad a pH 7) a diferencia de: Scotts ®, Miracle-Gro ® y

Fixa Fol ® los cuales formaron precipitado.

3. Con ambos fertilizantes evaluados como medio para Chlorella vulgaris UTEX 2714 se observé un

incremento en la densidad celular: Folim ® 2.3 x 107 cel/mLy Vita ® 5.6 x 106 cel/mL.

a) El fertilizante Folim ® fue adecuado como medio de cultivo para Chlorella vulgaris UTEX
2714 ya que su crecimiento celular fue similar (986 %) al observado en el medio Bold 3N

modificado (1112 %). El crecimiento en el fertilizante Vita ® (259 %) fue mucho menor.
4. El efluente del reactor UASB de la PTAR de la UAM-I tuvo:

a) Condiciones iddneas de temperatura y pH como medio de cultivo para Chlorella sp.; 24 °Cy

pH 7.67.

b) Nitrégeno en forma de iones, disponibles para su remocién: 40.3 mg/L de NH,*, 34.7 mg/L
de NOs y 775.8 mg/L de NO; y fésforo en una concentracién de 254.2 mg/L de PO,* asimilable

para las microalgas. La relacion de N a P fue de (6:1).

5. Chlorella vulgaris UTEX 2714 logrd adaptarse al agua residual doméstica desde escala matraz

Erlenmeyer 250 mL (indculo 50 %).

6. El CO; influyd en el pH del medio de cultivo, entre mayor porcentaje de CO; se le suministre,

mayor acido carbdnico se produce y obviamente una mayor acidificacidon es observable.

7. El CO; influyd en el crecimiento de Chlorella vulgaris UTEX 2714 en agua residual doméstica,

siendo mayor con 0y 2 % y desfavorable con 10 % de CO,.
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8. En este estudio se demostré que Chlorella vulgaris UTEX 2714, mantenida en medio Bold 3N
modificada y adaptada posteriormente a agua residual doméstica de la UAM-I; tiene preferencia y
potencial para eliminar el nitrato: 100 + 0.05 % de remocién, sin importar el flujo de CO;

suministrado, al primer dia de cultivo.

9. En cuanto al nitrégeno en forma de amonio y amoniaco es mas asimilable por Chlorella vulgaris

UTEX 2714.

10. Fue mayor la remocion de ortofosfatos por Chlorella vulgaris UTEX 2714, con un flujo de aire de

2 % que con 0y 10 % de CO..
11. La remocidn de N total por Chlorella vulgaris UTEX 2714 fue mayor con 0y 2 % de CO,.
12. La remocidn de P total por Chlorella vulgaris UTEX 2714 fue mayor con 2 % COa.

Finalmente se concluye que, de los fertilizantes evaluados, el fertilizante comercial Folim® es un
medio de cultivo idéneo para Chlorella vulgaris UTEX 2714, que sustituye al convencional
proporcionandole los nutrientes necesarios para tener una mayor densidad celular y un mayor
contenido de lipidos. En cuanto al efecto del CO,, Chlorella vulgaris UTEX 2714 es capaz de crecer
en agua residual con un flujo de 0 y 2 % de CO,, a 10 % resulta desfavorable para la microalga. La
remocion de nitrégeno total y fosforo total del agua residual de la UAM lztapalapa, por Chlorella
vulgaris UTEX 2714, no es inhibida en presencia del CO,. Por lo anterior, de las dos concentraciones
de CO, evaluadas en éste estudio, a 2 % resulta ser la mejor para acoplar la eliminacién de nutrientes

y la mitigacién de CO..
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11. ANEXOS

11.1 TAXONOMIA DE LAS ESPECIES DE Chlorella sp.

Dominio Eucariota
Reino Plantae
Subreino Viridiplantae
Filum Clorofita
Clase Trebouxiophyceaceae
Orden Chlorellales

Familia Chlorellaceae
Género Chlorella
Especie Chlorella vulgaris

Chlorella protothecoides

11.2 MANTENIMIENTO DE LAS CEPAS

Limpieza y asepsia de cristaleria

1. Los tubos, matraces, botellas y kitastos se tallaron con escobilléon de diferentes medidas y con
detergente liquido

2. Se enjuagaron con abundante agua de la llave hasta retirar por completo el detergente

3. Se llenaron con agua y 1 o 2 gotas de hipoclorito (comercial Cloralex®), y se dejaron reposar por
24 horas

4. Posteriormente se enjuagaron con abundante agua de la llave y con agua destilada

5. Se esterilizaron vacios (en bolsas de plastico especiales para esterilizacion) en autoclave eléctrica
JIBIMED® YX-18LM a 0.14 MPay 126 °C por 20 min, para asegurar la asepsia

Preparaciéon del medio de cultivo

El medio de cultivo para todas las cepas fue Bold 3N modificado; se prepararon 6 soluciones stock
de macronutrientes (200 mL de cada una)

1. Se pesé 5 g de nitrato de sodio (NaNOs) en una charola de aluminio en balanza analitica

2. Se agregd a un vaso de precipitado con 50 mL de agua destilada y un agitador magnético
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3. Se mantuvo en agitacién constante hasta su completa disolucién
4. Se aford a 200 mL con agua destilada
5. Se reservo en un frasco, etiquetado y se mantuvo en refrigeracion (a -2 °C)

6. Con el mismo procedimiento se prepararon los demds macronutrientes segun su respectivo peso
(todas aforadas a 200 mL):

Macronutrientes: | Peso* (g):
NaNOs; 5.0
CaCl; -2H,0 0.5
MgSO, -7H20 1.5
K2HPO4 1.5
KH,PO4 35
NacCl 0.5

*Para 200 mL

7. Una vez preparadas las soluciones stock, se preparé el medio de cultivo; para esto se agregd a un
matraz aforado (con capacidad de 1 L), por medio de una probeta de 100 mL, los siguientes
volumenes de cada solucién stock:

Volumen (mL): Solucidn stock:
30 NaNOs
10 CaC|2 -2H,0
10 MgSO4 '7H20
10 KaHPO,4
10 KH,PO4
10 NaCl

8. Se aford a 1 L con agua destilada
9. Se reservo en una botella, etiquetada y se mantuvo en refrigeracion (a -2 °C)

NOTA: Se revisé constantemente el medio de cultivo y cada solucién refrigerada; si se observé
precipitado o contaminacidn fisica, se desechd y se preparé nuevamente.

Esterilizacion en autoclave JIBIMED® Modelo YX-18LM

1. Se llené la autoclave con aproximadamente 3 L de agua destilada o hasta que se cubrié la base
de la resistencia (calentador eléctrico)

2. Se colocd la cubeta de acero inoxidable y se introdujo el material a esterilizar dentro de la cubeta

NOTA: El material se envolvié en papel aluminio y dentro de bolsas especiales para esterilizacién, al
material de cristal como tubos y botellas se les esterilizé con sus respectivos tapones de rosca y sin
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enroscar totalmente, se les cubrié con aluminio solo la parte del tapdn y dentro de bolsas especiales
para esterilizacion. A los kitazatos se les disefio tapones de gaza y algodén

3. Se colocd la tapa, cuidando que la manguera de la vdlvula automadtica quedase dentro de su
espacio asignado en la cubeta y que la forma de la tapa coincida con cada tornillo de seguridad

4. Se aseguro cada tornillo de la tapa, en par y con su opuesto, y se atornillo con una llave (especial
para la autoclave)

NOTA: La valvula manual debe estar abierta y la valvula automatica SIEMPRE cerrada
5. Se enchufo la autoclave, a partir de este punto la autoclave comienza a calentarse

6. Una vez que la valvula manual liberé vapor, ésta se cerré manualmente con PRECAUCION de no
guemarse (para lo que se usé una franela o un guante para alta temperatura); y se cronometro el
tiempo

NOTA: Ambas valvulas deben estar cerradas
7. Pasados los 20 minutos, se desenchufo la autoclave

8. La autoclave se enfrié después de aproximadamente 2 horas. Se abrid la vdlvula manual y se
desatornillo la tapa, cada tornillo en par y con su opuesto (con la llave especial)

9. Se sacé el material con PRECAUCION si alin seguia caliente
10. Material que se esterilizé para cada replica o cepa a duplicar:

a. Dos tubos de 20 mL de capacidad, con 10 mL de medio Bold 3N modificado, estos se
taparon “ligeramente” con su tapon de rosca, sobre el cual se colocé un capuchén de papel
de aluminio; y se depositaron dentro de una bolsa especial para esterilizacién

b. Tapones para tubo de repuesto, se envolvieron individualmente en papel de aluminio,
dentro de una bolsa especial para esterilizacién

11. Material que se esterilizé para escalar de tubo a matraz de 125 mL por cepa:

a. Matraz Erlenmeyer (con capacidad de 125 mL) con 20 mL de medio Bold 3N modificado
con tapoén de algoddn y gasa a la medida de la boca del matraz, con capuchdn de papel
aluminio y en bolsa para esterilizacion

b. Tapones de algoddn extra (al menos 2), también envueltos en forma individual en papel
aluminio y en bolsa aparte, especial para esterilizacién

12. Material que se esterilizd para escalar de matraz de 125 mL o 250 mL, por cada cepa y/o matraz:
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a. Matraz Erlenmeyer (con capacidad de 250 mL) con 100 mL de medio Bold 3N modificado,
con tapdn de algoddn y gasa, con capuchdn de papel aluminio y dentro de una bolsa especial
para esterilizacion

b. Tapones de algodén extra (al menos dos) envueltos en papel aluminio (de forma individual)
y dentro de una bolsa especial para esterilizacion

13. Material que se esterilizd para escalar de matraz de 250 mL a botella de un litro con sistema de
aireacion:

a. Botella serolégica (con capacidad de 1 L), con 200 mL de medio Bold 3N modificado, con su
tapdn de rosca (enroscado ligeramente), con un capuchdn de papel aluminio y dentro de una
bolsa especial para esterilizacién

b. Al menos dos tapones de gasa y algoddn, al tamano de la boca de la botella, envueltos por
separado con papel de aluminio y en una bolsa especial para esterilizar

c. Sistema de aireacién en 4 fracciones, envueltas en papel de aluminio: 1) manguera de la
bomba al matraz Kitasato (junto con el filtro), 2) manguera del matraz Kitasato a la botella del
cultivo, 3) tapdn de goma con tubo de cristal (para el matraz Kitasato), y 4) matraz Kitasato
(de capacidad de 500 mL), con 500 mL de agua destilada, con tapdn de algoddn a su medida,
capuchdn de papel de aluminio, cada fraccién en bolsa especial para esterilizacién

NOTA: Las bolsas siempre se cerraron y ataron con doble nudo para evitar que se introdujera vapor
en ellay se humedeciera o contaminara el material durante la esterilizacion.

Propagacién de las cepas del género Chlorella sp.

1. Se mantuvieron dos tubos, por cada cepa (20 mL) a condiciones controladas: 26 °C, 56 lux, ciclos
de luz-oscuridad 12:12 horas y agitacion manual 2 veces por dia

2. Se reservo uno para su exclusiva conservacidn y otro para su propagacién y uso

3. Para su propagacion se replico (o duplicd) en otro tubo de 20 mL de capacidad, con 10 mL de Bold
3N modificado (esterilizado en autoclave eléctrica JIBIMED® YX-18LM) y 50 % de indculo en
Campana de flujo laminar IF® Modelo CFV60

4. Ambos tubos obtenidos se conservaron a condiciones controladas, uno para continua replicacién,
y el otro para uso y escalamiento

Inoculacién en campana de flujo laminar IF® Modelo CFV60

1. Se encendié la luz ultravioleta por 10 minutos
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2. Se apagd la luz ultravioleta. Usando cubre bocas y con las manos desinfectadas con alcohol, tipo
farmacéutico, se limpid la campana por dentro (paredes y superficie) con toalla de papel desechable
humedecida con alcohol (etilico desnaturalizado, de 70°)

3. Se encendié el flujo laminar y el mechero bunsen con precaucidn; cuidando siempre que la flama
sea de color azul

4. Al material esterilizado se le retird la bolsa de plastico, dentro de la campana, lejos del mechero
encendido. Todo material que se requirié introducir en la campana se limpid con antelaciéon con
toalla de papel desechable humedecida con alcohol

5. Para replicar o duplicar:

a. Eltrasvase siempre se realizo junto (a la altura) de la flama
Los tapones y boca de los tubos se flamearon antes de cada trasvase
Para trasvasar, después de flamear se dejo enfriar unos segundos, la mitad del inoculo se
vertid a un tubo con medio Bold 3N modificado

d. Nuevamente los tapones y la boca de los tubos se flamearon, y se taparon inmediatamente
NOTA: con el mismo procedimiento se trasvaso el segundo tubo con medio Bold 3N
modificado al tubo del indculo restante

6. Para escalar a matraz o botella:

a. Eltrasvase siempre se realizé junto (a la altura) de la flama, la botella o matraz siempre se
sujetd de su base y se inclind cerca de la flama, cuando fue necesario

b. Los taponesy boca de matraz y botellas de flamearon antes de cada trasvase, cuidando la
distancia, en especial con tapones de gasa y algoddn

c. Paratrasvasar, después de flamear se dejé enfriar unos segundos, el inoculo se agito antes
de destapar y flamear; y se vertié por completo al matraz o botella con medio Bold 3N
modificado

d. Nuevamente los tapones (de algoddn) y la boca de matraz y/o botella se flamearon, y se
taparon inmediatamente
NOTA: Se tuvo cuidado por evitar que los tapones de plastico y de algoddn no tocaran la
superficie de la campana y se daba el caso, se utilizaban tapones de remplazo esterilizados

7. El flujo y el mechero se apagaron después de duplicar o escalar. Las paredes y superficie de se
limpiaron con alcohol etilico; este paso se realizd incluso antes de inocular una cepa diferente.
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11.3 DETERMINACION DE DEMANDA QUIMICA DE OXIGENO (DQO)

Equipo
Espectrofotometro UV/VIS (Perkin EImer®, Lambda 25), para su uso a 220 nm y 275 nm con
celdas de silice emparejadas de trayectoria de 1 cm o mas luz.

Reactivos

e Agua libre de materia organica: Se usd agua destilada y desionizada de alta pureza al
preparar todas las soluciones y diluciones.

e Solucion digestora: se pesaron 3.33 g de sulfato de mercurio (HgSO4) pureza de 98.0 %,
Sigma-Aldrich®, 4.22 g de dicromato de potasio (K2Cr,07) pureza de 99.5 %, J. T. Baker®,
secado a 103 °C por 2 horas y se adicionaron en un matraz con 16.7 mL de acido sulfurico
(H2S04) pureza de 97.4 %, J. T. Baker®. Se mezcld con precaucion en baio de hielo y en
campana de extraccidn; finalmente se aforé a 100 mL con agua destilada y desionizada.

e Solucion de 4cido sulfurico (H2SO4): se pesaron 1.1 g de sulfato de plata y se adicionaron a
un matraz aforado con 60 mL de acido sulfurico (H,SO4) pureza de 97.4 %, J. T. Baker®. Se
mezclé con precaucion en bafio de hielo y en campana de extraccién; finalmente se aforé a
200 mL con H,SO..

e Solucién patrén de biftalato de potasio: se pesaron 1.1576 g de biftalato de potasio
(CsHsKO4) pureza de 99.95 %, Meyer®, y se aford a 100 mL con agua destilada y desionizada.

Procedimiento

Para la curva patrén se determinaron cinco puntos por triplicado. Se agregd a cada tubo de
ensaye con capacidad de 5 mL, solucién patréon de biftalato de potasio, agua destilada,
solucién digestora y solucion de H,SO4 en las siguientes cantidades:

Concentracion Volfx’men de' Volumen de Volumen de | Volumen de
R soluciéon Patrén .. ..
de biftalato . agua solucién solucion de
R de biftalato de . .
de potasio P destilada digestora H,SO,
(mg/L) (mL) (m) (m) (mL)
0 0 2 1 2
300 0.4 1.6 1 2
600 0.8 1.2 1 2
900 1.2 0.8 1 2
1200 1.6 0.4 1 2
1500 2.0 0 1 2

Para las muestras de agua residual: Se filtraron 10 mL de muestra con filtro para jeringa
Millex® 25 mm (poro de 2 um) y se diluyeron 1:25 de la siguiente forma (por triplicado):
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Volumen | Volumen | Volumen Volumen de
Aeua residual de muestra | de agua | de solucion | solucién de
g filtrada destilada | digestora H,SO,
(nL) (mL) (mL) (mL)
Entrada del reactor
UASB 80 1.92 1 2
Salida del reactor
UASB 80 1.92 1 2

La reaccion tifie a una coloracion de ocre a marrén segun la cantidad de DQO. De todas las
muestras en los tubos de ensaye (22 en total: 16 de la curva patrén y 6 de las muestras de
entrada y salida del reactor UASB de la UAM-I) se midio absorbancia a 620 nm.

Célculo
Para realizar la curva estandar se ingresaron los datos a Excel y se graficd la concentracion
de CgHsKO4 mg/L) vs absorbancia (u. a.).

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE NITRATO

Equipo
Espectrofotémetro UV/VIS (Perkin Elmer®, Lambda 25), para su uso a 220 nmy 275 nm con
células de silice emparejadas de trayectoria de 1 cm o mds luz.

Reactivos

Agua libre de nitratos: Se usé agua destilada y desionizada de alta pureza a preparar todas
las soluciones y diluciones.

Solucién patrén de nitrato: disolver 0.04 g de nitrato de sodio (NaNOs) pureza de 99 %,
Sigma Aldrich©, en agua destilada y desionizada. Se aforé a 100 mL con agua destilada y
desionizada.

Solucidn de acido clorhidrico (HCI) [1N]: en un matraz aforado de 200 mL de capacidad, con
50 mL de agua destilada y desionizada, en bafio de hielo y en campana de extraccién; se
agregaron 16.88 mL de (HCI) pureza del 36.6 %, Sigma-Aldrich®, y se aforé a 200 mL con
agua destilada y desionizada.

Procedimiento

Para la curva se determinaron cinco puntos por triplicado. Se agregd a cada tubo de ensaye
con capacidad de 5 mL, solucidn patrén de nitrato, agua destilada y HCl [1N] en las
siguientes cantidades:
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Volumen de
.. . Volumen
Concentracion solucion de agua Volumen
de NOs Patron de .g de HCI 1N
. destilada
(mg/L) nitrato (ml) (uL)
(nt)
0 0 5.000 100
2 25 4.975 100
4 50 4.950 100
6 75 4,925 100
8 100 4.900 100
10 125 4.875 100

Para las muestras de agua residual: Se filtraron 10 mL de muestra con filtro para jeringa
Millex® 25 mm (poro de 2 um) y se diluyeron 1:10 de la siguiente forma (por triplicado):

Volumen de Volumen
muestra de agua VORTIED CE
Agua residual . _g HCI 1N
filtrada destilada (ul)
(pL) (mL)
Entrada del reactor
UASB 500 4.5 100
Salida del reactor
UASB 500 4.5 100

La reaccion no torna de color. A las muestras de todos los tubos de ensaye (22 en total: 16
de la curva patrén y 6 de las muestras de entrada y salida del reactor UASB de la UAM-I) se
midié absorbancia a 220y 275 nm.

Célculo
Para realizar en Excel la curva se graficé la concentracién de NOs ‘mg/L) vs la absorbancia
calculada; la cual se obtuvo de la siguiente manera:

ABSORBANCIA CALCULADA = Absorbancia a 220 nm — Absorbancia a 275 nm

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE NITRITO

Equipo
Espectrofotometro UV/VIS (Perkin EImer®, Lambda 25), para su uso a 220 nmy 275 nm
con células de silice emparejadas de trayectoria de 1 cm o mds luz.

Reactivos

Agua libre de nitratos: Se usé agua destilada y desionizada de alta pureza al preparar todas
las soluciones y diluciones.
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e Sulfanilamida (CeHsN,0,S): Se pesé 1 g de sulfanilamida (C¢HsN,0,S) pureza de 99 %, J. T.
Baker® y se disolvié en 10 mL en acido clorhidrico (HCl) pureza del 36.6 %, Sigma-Aldrich®
concentrado en bafio de hielo y en campana de extracciéon; se aforé a 100 mL con agua
destilada y desionizada.

e NED o N-Naftil-Etilendiamina (Ci2H16Cl2N3): Se pesé 0.1 g de NED (Ci2H16Cl2N,) pureza de 98
%, Sigma-Aldrich® y se aforé a 100 mL con agua destilada y desionizada.

e Solucidon patron de nitrito 1: disolver 0.01 g de nitrito de sodio (NaNO,) pureza de 99 %,
Sigma Aldrich©, en agua destilada y desionizada. Se aforé a 100 mL con agua destilada y
desionizada.

e Solucidn patrén de nitrito 2: se aforé 5 mL de la solucién patrén de nitrito 1 a 250 mL con
agua destilada y desionizada.

Procedimiento
Para la curva se determinaron seis puntos por triplicado. Se agregd a cada tubo de ensaye
con capacidad de 5 mL, solucién patrén de nitrito 2, sulfanilamida y NED en las siguientes

cantidades:
.y Volumen de Volumen de | Volumen de
Concentracion .. . ., Volumen

de NO,- solucm.n Patron ag.ua soluc.lon t.ie de NED

(mg/L) de nitrito 2 destilada sulfanilamida (mL)

(mL) (mL) (mL)

0 0 5 0.1 0.1

50 0.3125 4.6875 0.1 0.1

100 0.6250 4.3750 0.1 0.1

200 1.2500 3.7500 0.1 0.1

400 2.5000 2.5000 0.1 0.1

600 3.7500 1.1250 0.1 0.1

800 5 0 0.1 0.1

Para las muestras de agua residual: Se filtraron 10 mL de muestra con filtro para jeringa
Millex® 25 mm (poro de 2 um) y se diluyeron 1:50 de la siguiente forma (por triplicado):

Volumen Volumen de Volumen de
de muestra agua solucion de pelmer
gerale filtrada destilada sulfanilamida d?nl:lSD
(mL) (mL) (mL)
Entrada del reactor
UASB 0.1 4.9 0.1 0.1
Salida del reactor
UASB 0.1 4.9 0.1 0.1
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11.6

La reaccion tifie a una coloracién rosacea. A las muestras de todos los tubos de ensaye (25
en total: 19 de la curva patrén y 6 de las muestras de entrada y salida del reactor UASB de
la UAM-I) se midi6 la absorbancia a 543 nm después de 20 min de reaccién.

Célculo
Para realizar la curva estandar se ingresaron los datos a Excel y se graficd la concentracion
de NO, (mg/L) vs absorbancia (u. a.).

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE FOSFATO

Equipo
Espectrofotémetro UV/VIS (Perkin Elmer®, Lambda 25), parasu usoa 220 nmy 275 nm con
células de silices emparejadas de trayectoria de 1 cm o mas luz.

Reactivos

Agua libre de nitratos: Se usé agua destilada y desionizada de alta pureza a preparar todas
las soluciones y diluciones.

Acido sulfurico (H,SO4) [5N]: se disolvieron 1.4 mL acido sulfurico (H,SO4) pureza de 97.4 %,
J. T. Baker®, en 60 mL con agua destilada y desionizada en bafio de hielo y en campana de
extraccioén; se aforé a 100 mL (H,0d).

Tartrato de antimonio y potasio (K, (C4H206Sb), - 3H,0): Se pesaron 0.3 g de tartrato de
antimonio y potasio (Kz(CsH,06Sb), -3H,0) pureza de 99 %, Meyer®, en 50 mL con agua
destilada y desionizada; se aforé a 100 mL (H,Od).

Molibdato de amonio ((NH4)sM07024 - 4 H,0): se disolvieron 2 g de molibdato de amonio
((NH4)6M07024 - 4 H,0) pureza de 99 %, J. T. Baker®, en 25 mL con agua destilada y
desionizada; se aforé a 50 mL (H,Od).

Acido ascérbico (CeHsOs) [0.1M]: Se pesaron 1.76 g de acido ascérbico (CsHsOs) pureza de
99 %, Meyer®, en 50 mL con agua destilada y desionizada; se aforé a 100 mL (H,Od).
Mezcla para fosfato:

6.50 mL Acido sulfurico

0.65 mL Tartrato de antimonio y fosfato
1.95 mL Molibdato de amonio

3.90 mL Acido ascérbico

13.00 mL Mezcla para fosfato

Solucién patron de fosfato: se disolvieron 43.93 g de fosfato de potasio monobasico
(KH2PO4) pureza de 99 %, J. T. Baker®, previamente secados a 105 °C por una hora, en 50
mL de agua destilada y desionizada. Se aford a 100 mL (H,Od). Esta solucidn corresponde a
1 mL= 100 mg POa.
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Procedimiento

Para la curva se determinaron cinco puntos por triplicado. Se agregé a cada tubo de ensaye
con capacidad de 5 mL, solucion patrén de fosfato y mezcla para fosfato en las siguientes
cantidades:

., Volumen de Volumen | Volumen de
Concentracion ., z
de PO solucion patrén de a.gua mezcla para
(mg/L) de fosfato destilada fosfato

(mL) (mL) (mL)
0 0 5 0.8
100 1 4 0.8
200 2 3 0.8
300 3 2 0.8
400 4 1 0.8
500 5 0 0.8

Para las muestras de agua residual: Se filtraron 10 mL de muestra con filtro para jeringa
Millex® 25 mm (poro de 2 um) y se diluyeron 1:10 de la siguiente forma (por triplicado):

Volumen | Volumen | Volumen de
(mL) (mL) (mL)
EntradaneSIBreactor 05 45 0.8
SalidaSEISrBeactor 05 45 0.8

La reaccion tifie a una coloracion azul. Todos los tubos de ensaye (22 en total: 16 de la curva
patrény 6 de las muestras de entrada y salida del reactor UASB de la UAM-I) se midi6 a 880
nm después de 2 horas y 30 min de reaccién.

Célculo

Para realizar la curva estandar se ingresaron los datos a Excel y se graficé PO4** mg/L vs
absorbancia.
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11.7 CURVAS ESTANDAR DE LOS NUTRIENTES

a) Demanda quimica de oxigeno (DQO)
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c) Nitrito
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11.8 MEDIO DE CULTIVO BOLD 3N MODIFICADO pH 7

Soluciones Stock Alicuota para
. ara preparar reparar 1Lde | Concentracidn
Sustancia e Fr,nLrI)-IzO b final (g/L)
(8) (mL)
NaNOs 10.0 30 0.75
CaCl; 2H,0 1.0 10 0.25
MgS0O4 7H,0 3.0 10 0.075
KaHPO4 3.0 10 0.075
KH2PO4 7.0 10 0.175
Nacl 1.0 10 0.025
UTEX, 2016

El medio resultante tiene aproximadamente un pH de 6.5 por lo que requiere un ajuste con NaOH
[1M] pureza 95 %, J.T.Baker®, basta de una a dos gotas por cada 100 mL de medio, es importante
agitar y verificar con pH-metro (Hanna Instrument® HI99141) tras la adicidon de cada gota hasta
alcanzar el pH 7.

11.9 CONTENIDO DE LOS FERTILIZANTES COMERCIALES EN LOS EXPERIMENTOS

La relacion N-P-K de cada medio fue: 20-30-10 para Folim®, 11-10-12 para Vita® y 12-5-8 para Bold
3N modificado. Composicion de los macronutrientes de nitrégeno, fosforo y potasio en los
fertilizantes Folim® y Vita® comparado con Bold 3N modificado:

A Folim® | Vita® | Bold 3N modificado
Composicion
(/L)
Nitrégeno amoniacal (N-NHs) 0.05 0.11 0
Nitrogeno de urea (N- CON2H4) | 0.05 0 0
Nitrégeno de NaNOs 0 0 0.123
Fosforo (P,0s) 0.15 0 0
Fosforo (P,0,) 0 0.1 0
Fosforo (K;HPO4y KH,PO4) 0 0 0.053
Potasio (K,0) 0.05 | 0.12 0
Potasio (K;HPO4y KH,PO,) 0 0 0.084
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Composicion de otros elementos en los fertilizantes Folim® y Vita® comparado con Bold 3N

modificado:
Composicién Folim® | Vita® | Bold 3N modificado
(g/L)

Hierro (Fe) 0.136 0 0
Magnesio (Mg) | 0.069 0 0.007

Zinc (zn) 0.097 0 0

Cobre (Cu) 0.069 0 0

Molibdeno (Mo) | 0.001 0 0

Boro (B) 0.035 0 0
Azufre (S) 0.2 0 0.009
Calcio (Ca) 0 0 0.068
Cloro (Cl) 0 0 0.014
Hidrégeno (H) 0 0 0.014
Oxigeno (O) 0.059 | 0.054 0.641

Quelatos (% p/p) 5 0 0
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11.10 CURVAS ESTANDAR DE Chlorella vulgaris UTEX 2714 EN DISTINTOS MEDIOS

a) Bold 3N modificado con pH 7
0.06

0.05 - y = 4E-09x + 0.0058 )
R2=0.9298 .

0.04 -

0.03 - ra

1

Absorbancia (u. a.)

0.02

0.01 -

O-OO ‘ T T T T T
0.0E+00 2.0E+06 4.0E+06 6.0E+06 8.0E+06 1.0E+07 1.2E+07

Densidad celular (cél/mL)

b) Fertilizante Folim®

0.07

0.06 -
y = 7E-09x - 0.0007 °

0.05 - R?=0.9731

0.04 -

0.03 -

Absobancia (u. a.)

0.02 - Lo

0.01 -

0 "'..‘. T T T T T
0.0E+00 1.5E+06 3.0E+06 4.5E+06 6.0E+06 7.5E+06

Densidad celular (cél/mL)
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c) Fertilizante Vita®

0.045

0.04 - y = 7E-09x + 0.0029
0.035 - R?=0.9478 [ )

0.03 - .«
0.025 - '
0.02 - ® 7

Absorbancia (u. a.)

0.015 - o
001 { &
0.005 |

0 ‘ T T T T T
0.0E+00 1.0E+06 2.0E+06 3.0E+06 4.0E+06 5.0E+06 6.0E+06

Densidad celular (cél/mL)

d) Agua residual (efluente del reactor UASB de la PTAR de la UAM-I), pH 7

0.12
01 y = 2E-08x + 0.0026 .
R? = 0.9897 :
%0.08 - J
©
O .
2 0.06 .
X
@]
2004 -
<
002 | .
0 & : :
0.0E+00 2.0E406 4.0E+06 6.0E+06

Densidad celular (cél/mL)
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11.11 Cinética de crecimiento de Chlorella vulgaris UTEX 2714 (no axénica) en agua residual de

la UAM Iztapalapa, aireada con bomba de aire.

g.0x10°

5.5x10"

5.0x10% T

4.5x10° [
4.0x10°
3.5x10%

3.0x10°

T
S PERTEIAI

1 Ex10"

Densidad celular {cél/mL)

1.0%10% - T

50x10° -

.0

Tiempo (dias)
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Microalgae culture for
m triacylglycerides production

Casa abierta al tiempo

umessioan wronoms werrororans - Nancy Nayeli Dominguez Alfaro?, Blanca Estela Chavez Sandoval?, Patricia
Ruiz Sanchez3, Hugo Joaquin Avila Paredes?, Margarita Mercedes Gonzalez

Brambila?

1Departamento de Ingenieria de Procesos e Hidraulica, Universidad Auténoma Metropolitana, Unidad
Iztapalapa, ?Departamento de Energia, Universidad Auténoma Metropolitana, Unidad Azcapotzalco,
3Departamento de Biotecnologia, Universidad Auténoma Metropolitana, Unidad Iztapalapa.

Introduction

Triacylglycerides are precursors of biodiesel
(produced by transesterification™, eq. 1), a
renewable biofuel. They can be produced by
oleaginous plants and microalgae®. From these
two options, the second has the advantages that
microalgae are species with a faster grow and a
good oil productivity, besides the fact that there
are no conflicts arising from the use of sources
assigned to food 3.

Methodology

a) Cultivation of microalgae under controlled
conditions.

EXTRACTED LIPIDS* (%)

CHy - OCOR' ROCOR! c,-on

Microalgae species with the reported highest

ROCOR' &

oot eon Sk, i
lipid contents are Chlorella, Crypthecodinium, Gy 0coR’ ROCOR' =
: . I Baodiesel. Iy
Ccyl a, with values b 20 and 50 et R
w. % @, The lipid content is highly depend DAt =2 N

& Rl eente ghly dep transesterification

on the culture conditions'® ).

To extract and quantify lipids from Chiorella
Igaris, Chlorella prototh

oides and Spirulina sp.

c) Recovery of hexane in a rotary evaporator.

It was possible to extract the oils contained in microalgae: Spirulina Sp. and

EXPERIMENTAL LEEOREICA Chlorella  protothecoides, cultured under controlled conditions. C.
MECROATGAE protothecoides showed a higher lipid content. Determination of the lipid
Spirulina sp. 4.73 4166 content of Chlorella vulgaris is currently in progress.
Ep— - 15582 References
PALM OIL
Elasis aui - 1. Alemayehu et al. (2015) J. of Forest Products & Ind, 4(2): 80-85
"f:eg:'c’:f';"s 5840 4555 (5) 2. Ariad et al. (2012) Acta Biol Colomb, 18 (1): 43-68
P 3. Mata et al. (2010) Renew Sust Energ Rev.14:217-232
*Dry weight. 4. Meireles & Pereira (2013) J Braz Chem. Soc. 24(1): 17-57

5. Morillo et al (2010) Bioagro 22(2): 89-94
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Production of biodiesel precursors by

microalgae culturing.
ierta al tiempo

NANCY NAYELI DOMINGUEZ ALFARQ', BLANCA ESTELA CHAVEZ SANDOVALZ, s ws e
PATRICIA RUIZ SANCHEZ?3, HUGO JOAQUIN AVILA PAREDES' Y MARGARITA
MERCEDES GONZALEZ BRAMBILA?

'Departamento de Ingenieria de Procesos e Hidraulica, Universidad Autonoma politana - Iztapalapa, Depar de Energia, Universidad
Auténoma Meftropolitana - Azcapotzalco, Departamento de Biotecnologia, Universidad Auténoma Metropolitana - Iztapalapa.

Introduction Results

Microalgae metabolites constitute raw materials for a large variety of biotechnological products, . .

used in the arcas of food industry, medicine, animal feed, pigments and biofuels. Although there Graph 1. Growth curve of Spirulina sp. in a 20 L reactor.
are other synthesis routes, production of those sut based on microalgae culture is generally

motivated by the search of sustaintability!').

ate
In the described context, biodiesel production based on microalgae lipids is an efficient and ™
promising solution to current environmental issues and the imminent shortage of fossil fuels in
the near future. Microalgae exhibit high growth rates and high content of lipids that are suitable
for transesterification (eq. 1), the process to produce biodiesel from triacylglycerides?). They can
be produced by oleaginous plants and microalgae(!). From these two options, the second has the
advantages that microalgae are species with a faster growth and a good oil productivity, besides
the fact that there are no conflicts arising from the use of sources assigned to food™.

grtt

Biomass concentration

cH, ~ OcoR! ROCOR! Po—
. RO , 2 20 30
CH--OCORT  _ (34c0H or ExOH) --‘;ﬁ!?zm— ROCOR' +  cwoOH Time (days)

» 1
;- OCoR! ROCOR o —oH

fis SO it s O™ Equation (1) Table 1. Lipid content obtained from micr:

Some reported microalgae species with the highest lipid contents are Chlorella, Crypthecodinium, CULTURE
Cylindrotheca, with values between 20 and 50 w %, The lipid content is highly dependent on SPECIES MEDIUM CONCETRATION
the culture conditions@#3: temperature, pH. light intensity, composition of culture medium (mg/L)

(specially [N)/[P] ratio) and type of culture system.

The purpose of this study is to analyze the effect of culture media on the production of biomass Microalgae

and the concentration of triacylglycerides in Chlorella vulgaris, Chilorella protothecoides and

Spirulina sp., at a laboratory scale, in order to continue scaling up the culture of those microalgae Spirulina sp. BG11 0.94 5 4-16.6 %
strains.

ol Bold 3N £ 1159 )
protothecoides

M et h Od s Chioreila vulgaris ~ Bold 3N — 15-58 4

a) Culture conditions: Illumination with a 40 W lamp and two strips of LED lights (1m); i
photoperiod was 12 hours of light and 12 hours of darkness; continuous aeration; temperature Palm oil
maintained between 19 and 23 °C; pH was measured continuously (its value was between 6

Elaeis guineensis
and 7).

45-55 ®
(mesocarp)

Conclusions

A biomass concetration of 0.94 g/L for Spirulina sp. was obtained after 50 days in a
b) Soxhlet extraction of lipids with hexane. ¢) Recovery of hexane m a rotary fotobioreactor. Chlorella vulgaris and Chiorella protothecoides are being cultured in
D tubes to obtain suitable samples to inoculate fotobioreactors.
It was possible to obiain the lipids from microalgae by a Soxhlet extraction. C.
protothecoides exhibited a higher lipid content, compared to Spirulina sp., under the
same culture conditions. Data from Chioreila vulgaris are still being determined.
Culture of microalgae under different media, with commercial fertilizers, is in progress.
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macronutrientes (una fuente de carbono como el didxido de carbono, y otras sustancias para
proveer los elementos H, O, N, .5, K y Na) y micronutrientes (Ca, Mg, Fe, Mn, Mo, Br, Cu, Zn, Folim® 20-31-10 6182002 No
Si, Cr), ademds de un pH generalmente neutra®.

XXTI
i o T iy . - . . o .
(",.m. "” Evaluacion del crecimiento de Chlorella vulgaris en medios
de cultivo con fertilizantes comerciales para la extraccion
s s Casa abierta al tiempo
[ AN de precursores de biodiesel
Dominguez Alfaro Nancy Nayeli !, Mijangos Ramirez Martha Beatriz 2, Chavez Sandoval Blanca Estela %,
Gongzilez Brambila Margarita Mercedes % Avila Paredes Hugo Joaquin '
IDepartamento de Ingenieria de Procesos e Hidrdulica, UAM Unidad Iztapalapa; Departamento de Energia, UAM Unidad Azcapotzalco;
'bhnchavell?@mﬂif.mm, "‘*hjap@xmmmuwnmx
e iy TABLA |.Solubilidad de los fertilizantes después del ajuste a pH 7.
mlmialei. entre sus pnnupales aplicaciones se encuentran': captura de CO,, uso como
i y la pi de coma y lipidos precursores de s 2
biodiesel. Las microalgas reportadas con los contenidos mas altos de lipidos son Botryococcus Scotts® 10-10-10 423 =002 Si X
(2580 ). Crladrieheca (16-37 %) y Chiorilla (14.32 X Miracle-Gro®  15-30-15  336=002 si X
El cultivo de las microalgas depende de ciertas variables que hacen posible su subsistencia, Vita® 11-10-12 643 +0.02 No v
crecimiento, desarrollo y reproduccion®: la energia solar tanto en forma de luz como de calor, FcaFof® 202020 5224 002 P %
v

*Aprobado para prusba como media de cultiv de Chiorela widgaris UTEX 2714

Respecto a la produccion de precursores de biodiesel es importante maximizar tanto la
cantidad de biomasa generada, como la concentracion de triacilglicéridos en las células'. Esto N
dltimo se puede lograr sometiendo las células a estrés. Para aumentar la sustentabilidad del 9x10°

1x107

cultivo de microalgas, se ha buscado cultivarlas en medios basados en fertilizantes T axt0°d
convencionales, que resultan menos costosos®. 5 .
8 7x10"
En este contexto, se ha observado una densidad celular de hasta 6.35 x 107 celulas/mL con el = ex10°d I
fertilizante comercial Poliverdol® en 6 dias de un cultivo mixto con Chlorella vugaris y =

S
Hyaloraphidium contortum similar al medio de cultivo convencional: Guillard (6.40 x 10° 785x1u“

células/ml ) g 4n1ﬂ: { { l {
gﬁlﬂﬂ‘- -{
OBJETIVO el L

)5
Evalliar el crecimieito de Ia. cepa ChioreNd wilgaris LITEX. 2714 & medios de cultive basadas Txi0
en fertilizantes comerciales y determinar el contenido de icidos grasos en la biomasa 0 T —— — ——
it 12 3 4 5 6 7 & 8 10 11 12 13

Tiempo (dias)
GRAFICA 1. Curvas de crecimiento de Chiorell vulgaris UTEX 2714 en medios con los

MATERIALES Y METODOS ferdlizntes Falm® y Vi,
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GRAFICA 2. Concentracion de biomasa y porcentaje de acidos grasos extraidos de Chiorella
veigaris UTEX 2714

CONCLUSIONES

* Dos de los 5 fertilizantes comerciales evaluados, Folim® y Vita® presentaron alta
solubilidad en agua, lo que permitié utilizarlos como medio de cultiva para Chlorella vulgaris
UTEX 2714

* La densidad celular en los medios de cultivo basados en los ferdlizantes comerciales fue
de (6.46 £ 1.74) x 10* células/mL con Bold 3N modificado, (8.1 + 1.28) x 10¢ células/mL
con Folim®y (3.82 + 0.70) x 105 células/mL conVita®, después de 12 dias.

+ Se logré extraer los aceites contenidos en Chiorella vulgaris UTEX 2714: 4000 + 0.11 %
(Bold 3N madificado), 56.79 + 1.94 % (Folim®) y 51.64 + 1.42 % (Vita®).
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precursores de biodiesel.

Cultivo de Chlorella vulgaris en medios con
fertilizantes comerciales para la produccion de

Casa abierta al tiempo
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

Nancy Nayeli Dominguez Alfaro™*, Blanca Estela Chavez Sandoval?, Hugo Joaquin Avila Paredes™™”

1pepartamento de Ingenieria de Procesos e Hidrdulica, Universidad Auténoma Metropolitana, Unidad Iztapalapa, Av. San Rafael Atlixco 186, Del. Iztapalapa, Cd.
de México, C.P. 09340.
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Unidad A

- En Ia produccion de precursores de biodiesel, el cultivo de microalgas rep una opcidn p

mayores que las de las plantas. Aunque la composicion de las microalgas depende de la cepa, las condiciones de cultivo y etapa de

Metr
*n it il.com,

*Epi

uam.mx

San Pablo Xalpa 180, Del. Azcapotzalco, Cd. de México, C.P. 02200.

a debido a su velocidad de

crecimiento, Im géneros repurtadus con los contenidos més altos de lipidos son Botryococcus (25-80 % en base seca), Cylindrotheca (16-37 %) y Chlorella (14-32 %). En el presente
estudio se evaluaron cinco fertilizantes comerciales come medio de cultivo y se determinaron curvas de crecimiento de la cepa Chlorella vulgaris UTEX 2714. De los fertilizantes
evaluados, los que no presentaron precipitados fueren Folim® y Vita®; la densidad celular obtenida en el periodo de estudio fue de (8.1 + 1.28) x 106 y (3.82 x 105+ 0.706.98) x 105
células/mL, respectivamente. El contenido de lipidos fue de 56.79 + 1.94 % para Folim" y 51.64 + 1.42 % para Vita".

Las son , eucariontes,
autétrofos [Ia mayoria), fotosintéticos y coloniales; entre
sus aplicaciones se encuentran: la captura de €0, su uso

[ Tabla 1. Solubilidad de los fertilizantes después del ajuste a

como biofertilizante y la pr de

como colorantes y lipidos precursores de hmdlesell Las
microalgas reportadas con los contenidos mas altos de
lipidos  son Botryococcus (25-80 % en base seca),
Cylindrotheca (16-37 %) y Chlorella (14-32 %),

Respecto a la produccién de lipidos es importante
maximizar: la cantidad de biomasa generada y la

de la del cultivo de mi
se han desarrollado estudios sobre el efecto de la
composicién de medios basados en fertilizantes en la
cinética de crecimiento®®. En este contexto, se ha
observado un crecimiento celular de hasta 6250 % con
una densidad celular final de ~ 6.35 x 103 células/mL con
el fertilizante comercial Poliverdel® en 6 dias de cultivo
mixto (Chlorella vulgaris y Hyaloraphidium mntnrmm],
Itado similar al obtenido en el medio
Guillard3. En el presente estudio se tuvo como objetivo
evaluar el crecimiento de la cepa Chlorella vulgaris UTEX
2714 en medios de cultivo basados en ferti
', comerciales y determinar su contenido de lipidos.

Evaluacién de
solubilidad de
fertilizantes
comerciales.

Ajuste
de pH
a’.
referencia: Bold 3N
modificado. Condiciones:
Agitacidn
nual (2
Determinacion de ‘ aldla]
rvas de
imiento: Puim!n de luz-
ctrofetometria oscuridad
s (750 nm) y 12:12h, 26°C,

contea celular: por pHY.

concentracién de triacilglicéridos en las células. En busca

| pH 7.
Relacion NPK  pH inicial rormacionde o,
T
Miracle-Gro' 15-30-15 3.36+0.02 Si X
Via® 432002 | v
X
o

Dos de los 5 fertilizantes comerciales evaluados,
Folim® y Vita® presentaron alta solubilidad en agua,
lo que permitié utilizarlos como medio de cultive
para Chlorella vulgaris UTEX 2714.

El crecimiento celular obtenido y la densidad celular
final en los cultivos en medios basados en los
fertil fue de 157 %, (8.1 + 1.28) x

105 células/mL con Folim®y 47 %, (3.82 + 0.70) x 10¢
lulas/mL con Vita®, a los 11 y 12 dias de cultivo,

Tiempo (dias)

| Grafica 1. Curvas de crecimiento de Chiorella vulgaris UTEX
|| 2714 en medios con los fertilizantes Folim® y Vita®.

Tabla 2. Concentracién de biomasa y porcentaje de lipidos
extraidos de Chlorella vulgaris UTEX 2714.

respectwameme.

En ambos fertilizantes se logré extraer los aceites
contenidos en Chiorella vulgaris UTEX 2714: 56.79 +
1.94 % del cultivo en Folim" y 51.64 + 1.42 % del
cultivo en el medio con Vita®.

Para continuar el presente estudio seria importante
caracterizar  los  lipidos para  determinar
concentracibn de los distintos tipos de
triacilglicéridos que se obtuvieron de Chlorella
wvulgaris UTEX 2714 en los medios con los distintos
fertilizantes comerciales.

Los autores agradecen la ayuda proporcionada para la
realizacién de experimentos al Dr. Jaime Eduardo Vernon
Carter (Departamento de Ingenieria de Procesos e
Hidraulica, UAM Iztapalapa), Ing. Maria Isabel Reyes
Arreozola (Departamento de Biotecnologia, UAM
Iztapalapa), Eduardo Martinez Nifio (Departamento de
Ingenieria de Procesos e Hidraulica, UAM Iztapalapa), y
Martha Beatriz Mij: Ramirez (D de
Energia, UAM Azcapotzalco). N. N. Dominguez Alfaro

Medio de
Especie cultivo
I
Bold 3N
Chlorella vulgaris  modificado
UTEX 2714 Folim®
Vita®
Medio Bristol
£5P 315 miagtrthico
(glucosa y CO,)
Medio

Chlorella vulgaris

2598 heterétrofa

con peptona

Porcentaje
Concentracién de lipidos
de biomasa
extraidos
(e/t) (%)

i
0.086 +0.00102 40.00 +0.11

| 0.094 £0.0012 56.79+1.94

0.082+0.0012 5164+142

288+08 57.61

0.25 + 0.007
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En la Ciudad de México, se presentaron a las 16:00 horas
del dia 19 del mes de junio del afio 2017 en la Unidad
Iztapalapa de la Universidad Auténoma Metropolitana, los
suscritos miembros del jurado:

DRA. MARIA DE LOURDES MORENO RIVERA
DR. EMILIO ARENAS GUERRERO
DRA. BLANCA ESTELA CHAVEZ SANDOVAL

Bajo la Presidencia de la primera y con caracter de
Secretaria la ultima, se reunieron para proceder al Examen
de Grado cuya denominacién aparece al margen, para la
obtencién del grado de:

MAESTRA EN CIENCIAS (ENERGIA Y MEDIO AMBIENTE)

DE: NANCY NAYELI DOMINGUEZ ALFARO

y de acuerdo con el articulo 78 fraccién III del
Reglamento de Estudios Superiores de la Universidad
Auténoma Metropolitana, los miembros del jurado
resolvieron:
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Acto continuo, la presidenta del jurado comunicé a la
interesada el resultado de la evaluacién y, en caso
aprobatorio, le fue tomada la protesta.
LIC. JULIO CESAR DE LARA ISASSI
DIRECTOR DE SISTEMAS ESCOLARES {
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PRESIDENTA

DR. EMILIO ARENAS GUERRERO




