m UNIVERSIDAD AUTGNOMA METROPOLITANA

Casa ablerta al tiempo Unidad lztapalapa

TESIS PARA OBTENER EL GRADO DE

ESPECIALIDAD EN BIOTECNOLOGIA

“Capacidad de remocion de amonio y ortofosfato, a gran
escala, de dos especies de microalgas, en aguas

residuales municipales”

PRESENTA

Diego Antonio Valencia Soto

TUTOR:

M. en B. Médnica C. Rodriguez Palacio
Laboratorio de Ficologia Aplicada, UAM-I

CO-TUTOR:

Dr. Ricardo Vazquez Perales
Programa Interdisciplinario del Medio Ambiente, UIA Puebla

México, D.F., Julio de 2012



DVISION DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD

ESPECIALIDAD EN BIOTECNOLOGIA

COMITE TUTORAL:

(D e legped]

M. en B. Monica Cristina Rodriguez Palacio

Laboratorio de Ficologia Aplicada, UAM-I

sy

Dr. Ricardo Vazquez Perales

Programa Interdisciplinario del Medio Ambiente, UIA Puebla

LECTOR DE TESIS:

M. en C. Cruz Lozano Ramirez

Laboratorio de Ficologia Aplicada, UAM-I



Especialidad en Biotecnologia

DEDICATORIA Y AGRADECIMIENTOS

Este trabajo estd dedicado a las personas que han creido en mi. Aquellos que sin cuestionar
mis fines, me han dado su apoyo. También a aquellos que lo han hecho con el Unico fin de
ayudarme a tomar la mejor decisién. Especialmente lo dedico, y agradezco, a mi madre por su
amor, confianza e interminable apoyo y consejo.

Agradezco a mis amigos del laboratorio de ficologia de la UAM-I, igualmente a mis compaiieros
y amigos de la UIA Puebla, que siempre hicieron que cada dia fuera mas divertido que el
anterior, logrando que mi estancia y trabajo en el laboratorio fuera una tarea mas facil y
agradable. También por el apoyo brindado ante cualquier dificultad técnica que pudo surgir.
Destacando a su vez el apoyo de mi amiga Lolita, por su tiempo, compromiso vy
profesionalismo con que me ayudo a realizar los analisis quimicos, pues su aporte fue
invaluable.

Agradecimiento a parte para mis asesores, Mony y Ricardo, por su amistad, el tiempo invertido
y su disposicidn para resolver juntos los retos que se fueron presentando durante mi estancia
en la especialidad. También por las llamadas de atencidn y regaios, que cabe decir, fueron a
tiempo y me ayudaron a seguir adelante.

Debo agradecer también a la UAM-I y UIA Puebla, por permitirme trabajar en sus instalaciones
y llevar a buen término mi especialidad. Asi como a la AESM (Asociacidon de Estudiantes
Sudcalifornianos en México) por darme un techo, alimentacién y buenas amistades durante
este periodo de tiempo.

Valoro por igual la colaboracién de todos, pues no solo me ayudaron a aumentar mis
conocimientos, y dejar de ser un poco menos ignorante, sino también me ayudaron a crecer
como persona, y al final, eso es lo que mas valoro.

A todos ustedes: GRACIAS.

UAM-Iztapalapa



Especialidad en Biotecnologia

“Bien veo en qué consiste; mi espiritu es un vagabundo que se complace en andar

extraviado y que no quiere sufrir que se le retenga en los justos limites de la verdad”

René Descartes

UAM-Iztapalapa



Especialidad en Biotecnologia

RESUMEN

Las microalgas, desde hace décadas han sido objeto de numerosas investigaciones. Las cuales
han ido arrojando cada vez mas datos sobre su gran potencial para la solucién de problemas
de gran impacto, por ejemplo, generacién de energias alternativas, limpias y renovables,
alimentacién humana y tratamiento de aguas residuales, entre otras.

En este trabajo se evalué la capacidad de remocidn de nutrientes del agua residual municipal,
particularmente de amonio y ortofosfato. Para esto se trabajo con dos especies microalgales:
Scenedesmus quadricauda y Chlorella sp. La primera, proporcionada por el Laboratorio de
Ficologia Aplicada, UAM-Iztapalapa; la segunda, aislada del lago artificial de la Universidad
Iberoamericana Puebla. Los experimentos fueron realizados en tres volumenes diferentes: 3,
15 y 60L, con agua residual municipal esterilizada por luz ultra violeta y como control agua
limpia con fertilizante foliar (Bayfoland Forte). Cada cultivo sirvié como indculo para iniciar el
siguiente escalamiento de volumen. Los cultivos de 3 y 15L se llevaron a cabo al interior del
laboratorio en condiciones semi-controladas, mientras que, los cultivos de 60L se realizaron en
condiciones ambientales semi-controladas en un invernadero. El consumo o remocién de
nutrientes se midid mediante toma de muestras al inicio, a la mitad y al final de los cultivos.

La especie S. quadricauda presento remociones de amonio del 71, 96 y 67%, en cultivos de 3,
15 y 60L; mientras que con la especie Chlorella sp. la remocién fué de 30, 18 y 6%, en los
mismos volimenes de cultivo. La remocién de ortofosfato para S. quadricauda fué de 71, 80y
99%, en cultivos de 3, 15 y 60L; y de 74, 97 y 97%, en los mismos volimenes de cultivo para
Chlorella sp.

De acuerdo con los resultados, la remocién general y eficiente de nutrientes, la realizo la
especie S. quadricauda. Sin embargo, Chlorella sp. se destacé en la remocién de ortofosfato.
Por otro lado, el sistema de cultivo mas eficiente para la remocién resultd ser el de 60L pues
en él se produce un mayor nimero de células potenciando la remocidn. En este caso, Chlorella
sp. se destaco en la produccion de biomasa (cel/ml) y la remocién de ortofosfato en tiempos
mas cortos que S. quadricauda.
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1. INTRODUCCION
1.1. Disponibilidad del agua

El agua es un recurso natural, vital. Juega un papel principal en multiples actividades
industriales, higiénicas y recreativas. Si bien es un recurso renovable, la variedad de usos
gue el hombre le da, a menudo transforma este vital liquido en un recurso inutilizable, por
el riesgo que representa para la salud y el ambiente. Por otro lado, la demanda global del
agua sigue aumentado, principalmente como causa del aumento poblacional y las
actividades socioecondmicas, por ello, una de las opciones para mejorar la disponibilidad
del vital liquido, es el tratamiento de las aguas residuales, con el fin de obtener efluentes
reusables.

En el ambito nacional, la distribucién de los recursos hidricos es muy desigual. Mientras el
Sureste mexicano tiene una disponibilidad natural de 13,097m>/(hab " afio), el resto del pais
tiene sélo un promedio de 1,734m>/(hab " afio).

El 69% del agua disponible se encuentra en regiones donde vive sélo el 23% de la
poblacion, y se genera el 13% del producto interno bruto, PIB, mientras que el 31%
restante, se encuentra en regiones donde se concentra el 77% de la poblacién y se genera
el 87% del PIB, segun datos del INEGI [1]. Existe, por tanto una considerable presion sobre
los recursos hidricos en amplias regiones de México, mas aun, la concentracién de la
poblacién en areas metropolitanas conduce localmente a fuertes presiones sobre los
recursos hidricos, como en el caso del Valle de México [2].

En términos de las aguas residuales municipales, en 2008 se generaron en Meéxico
235.8m°/s, de las cuales se colectaron 208m?®/s. En el mismo afio, las 1,833 plantas
municipales en operacidn dieron tratamiento a 83.6m?/s, que representan 40.2% de los 208
m>/s recolectados en los sistemas de alcantarillado. Aunque en los Ultimos 11 afios el
volumen de agua tratada casi se ha triplicado, 61.7% del caudal recolectado aun es
depositado en los cuerpos receptores sin tratamiento alguno [1]. Estas prdcticas, provocan
efectos negativos, tales como [3]:

a) aumenta el consumo del oxigeno disuelto que tiene el cauce por descomposicion
de la materia orgdnica y compuestos amoniacales del agua residual;

b) generacidn de malos olores por agotamiento del oxigeno disuelto en el cauce;

c) fomento del crecimiento de grandes cantidades de microorganismos entre los que
pueden haber elevado nimero de patégenos;

d) contaminacién por compuestos quimicos téxicos o inhibidores de otros seres
vivos (dependiendo de los vertidos industriales);

e) aumenta la eutroficacion por las grandes cantidades de fésforo (P) y nitrogeno

(N).
1.2. Problematicadel Ny P

Debido al efecto perjudicial que causan el exceso de Ny P, el término eutroficacion, pasé de
ser estudiado como un proceso natural para conocer el transcurso del “envejecimiento” de
los lagos inducido por procesos autdctonos [4], a ser utilizado para definir el fendmeno
provocado por los vertidos de los desechos de actividades humanas (eutroficacion cultural
o simplemente eutroficacion); por lo que la eutroficacién inicialmente se definié como “el
abastecimiento excesivo de los nutrientes N y P a los cuerpos de agua, con el consecuente
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crecimiento acelerado de microalgas, (y bacterias) que puede producir la muerte de peces
al despojarlos del oxigeno que necesitan para vivir” [5].

En la composicion de las aguas residuales tratadas, el N y el P son los principales nutrientes
de importancia, por ser causantes de la eutroficacién. Por su parte, el N minimiza la accidn
desinfectante del cloro, lo que implica un riesgo para la salud publica, disminuyendo asi la
posibilidad de reutilizar esta agua [6].

En México, la mayoria de las plantas para tratamiento biolégico de aguas residuales operan
solo removiendo sélidos suspendidos y sustratos carbonosos del agua de desecho,
permitiendo que los de P y N, permanezcan intactos. El resultado ha sido un creciente
deterioro de las aguas superficiales y subterraneas que constituyen las fuentes principales
de abastecimiento de agua potable [7]. Este es el caso de la costa de Puerto Escondido y
Puerto Angel, en Oaxaca [8] y de las costas de Yucatdn [9], donde el vertido de efluentes
con un tratamiento ineficiente o nulo, ha sido la causa de la eutroficacidon de estos cuerpos
de agua. Los efectos de la eutroficacién se han asociado también con enfermedades como
el célera y la ciguatera por el consumo de mariscos y peces contaminados por toxinas del
fitoplancton [10].

Las fuentes de N en el agua residual urbana son principalmente de excrementos humanos,
de los que el 75% es urea y el resto N organico [11] procedente de la materia celular, donde
se encuentra principalmente como proteinas y urea [12].

El N total presente en las aguas residuales puede clasificarse en tres grandes grupos:
amoniacal (NH;), oxidado (NO, y NOj’) y organico (proteinas, dcidos nucleicos, urea, acido
urico, aminas, bases organicas, acido muramico y azlcares aminados). De todas estas
formas las que tienen una mayor importancia desde el punto de vista de la depuracién de
aguas son el NH;y el N orgdnico (proteinay urea) [12].

La concentracion de N orgdnico cominmente encontrada en el agua residual municipal,
varia entre 5 y 35mg/L [12], pudiendo observarse una disminucidn en su concentracidén con
el paso del tiempo debido a su transformacién en NH; por accidon microbiana. Mientras que
la concentracién del NH; en esta agua, oscila entre 10 y 50mg/L [12].

El P en las aguas residuales proviene principalmente de los desechos humanos, actividades
industriales, detergentes sintéticos y productos de limpieza [12]. El fésforo total presente
puede dividirse en las siguientes fracciones [13,14]:

a) Ortofosfato inorgénico soluble: pertenecen PO, y sus formas protonadas (HPO,?,
H,PO, y HsP0O,). Los compuestos de este grupo se encuentran disponibles para el
metabolismo bioldgico. Su concentracidn en el agua urbana es de 7mg/L.

b) Fosfatos condensados o polifosfato inorgdnico soluble: estos compuestos por
hidrélisis se transforman en ortofosfatos. Su concentracion es de 3mg/L,
apareciendo en el agua residual debido a su presencia en algunos productos de
limpieza.

c) Fdsforo organico, soluble y en suspensidn: tienen poca importancia en aguas
residuales urbanas, donde su concentracidn total es de 1mg/L. Estan presentes en
el agua residual asociados a residuos de origen tanto animal como alimenticio.
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1.3. Depuracion

Diferentes métodos de tratamiento se han usado con la finalidad de eliminar la materia
organica y la carga excesiva de nutrientes, principalmente N y P, con el fin de mejorar la
calidad del agua residual tratada. Si bien, todos los tratamientos tienen en el mismo
objetivo, en muchos casos el tipo de tratamiento a aplicar se verd determinado por la
calidad exigida al efluente y los condicionantes econdmicos y ambientales [15].

En México y paises industrializados, el método estandar para el tratamiento del agua
residual es de lodos activados [16]. Por su compactibilidad y por la calidad del efluente, el
proceso de lodos activados resulta especialmente adecuado para plantas en zonas urbanas.
Sin embargo, los costos de inversidon y operacién son altos, derivados de los grandes
requerimientos de energia eléctrica. Los procesos que requieren alta energia incluyen el
tratamiento bioldgico de lodos activados, bombeo y equipos para el secado y deshidratado
de los lodos. Ademas, el proceso de eliminacién del N, anade durante la nitrificaciéon, del 20
al 30% mas a los costos en el sistema de lodos activados [17]. Otro de los costos
econdmico-ambientales es el uso de cloro como desinfectante. El uso de cloro presenta,
entre otras, las siguientes desventajas: el cloro residual, aun a bajas concentraciones es
téxico a los organismos acudticos; oxida ciertos tipos de materia orgdnica generando
compuestos mas peligroso (tales como los metanos trihalogenados) y todas las formas de
cloro son muy corrosivas y téxicas [18].

Aunado a esto, se genera un impacto ambiental considerable, derivado de las emisiones de
gases de efecto invernadero (CO,) asociadas a la generacion eléctrica necesaria para
accionar los sistemas de aireacion y recirculacion [15].

1.4. Ficorremediacion

Una mejor aproximacién que las tecnologias convencionales, para el tratamiento de los
recursos naturales es la biorremediacidén, la cual es una alternativa mucho mas econdmica,
de mayor facilidad de aplicacidn, tecnolégicamente mas simple y de mayor aceptacion por
la opinidn publica [19].

Una especie de biorremediacién, que desde hace varios afos ha llamado la atencidn, es la
ficorremediacion de aguas residuales. Esta puede ser definida en un sentido amplio como:
el uso de macro o microalgas para la remocidon o biotransformaciéon de contaminantes,
incluidos nutrientes, xenobidticos y CO, del agua residual [20].

El uso de microalgas para el tratamiento de aguas residuales es una vieja idea, y muchas
investigaciones y técnicas han sido desarrolladas para aprovechar su rapido crecimiento y
su capacidad para remover nutrientes. Hace ya mas de 50 afios, que Caldwell (1946), y mas
tarde Oswald (1953), sugirieron la utilizacion de cultivos masivos de microalgas para el
tratamiento de aguas residuales y produccion de proteina simultaneamente [21].

En la actualidad, son bien conocidas las ventajas que el uso de microalgas ofrece para el
tratamiento de aguas residuales y que no tienen las tecnologias actuales de tratamiento.
Por ejemplo, se hademostrado que esuna forma mas rentable para reducir la
demanda bioquimica de oxigeno, los agentes patdgenos, y el N y P de lodos activados [22].

En cuanto al consumo de nutrientes, el N es el segundo mdas importante para las
microalgas, ya que abarca mas del 10% de la biomasa [23]. Las formas del N que prefieren
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las microalgas son el amonio (NH,") y NO5 [24]. Ademds de estos compuestos del N, la
urea (NH,CONH,) y NO, se pueden utilizar como fuentes de N [23]. Como se vio antes,
todas estas son las principales formas de N presentes en los efluentes de aguas residuales.
El P es otro macronutriente esencial para el crecimiento de las microalgas, este es asimilado
como PO,>. Las microalgas son capaces de asimilar el P en exceso, que se almacena dentro
de las células en forma de granulos de polifosfatos, conocidos como “volutin” [25].

Por otro lado, las microalgas son capaces de proporcionar, a través de la fotosintesis, el
oxigeno necesario para sustentar a las bacterias aerobias durante la degradacion de la
materia orgdnica [26], lo que se traduce en una disminucién de los costos en energia,
derivados de la inyeccidn mecdnica de oxigeno en los procesos convencionales. El impacto
al ambiente también se reduce; alrededor de 1Kg de DBO (demanda bioquimica de
oxigeno) removido en un proceso de lodos activados, requiere 1kWh de electricidad para
la aireacidn, lo que produce 1Kg de CO, de origen fésil de la generacion de energia. Por el
contrario, 1Kg de DBO removido con oxigenacion fotosintética no requiere insumos de
energia y produce biomasa microalgal suficiente para generar metano que puede producir
1kWh de energia eléctrica [27].

(so1) 0: _co
P
[(—J Efluente
—>

Limpio

CO, Microalgas

N \
P co,

/

Agua Bi
= iomasa
Residual 02 Np
—ip] /
Materia Bacterias —/
Organica

Figura 1. Simbiosis microalga-bacteria en el tratamiento de
aguas residuales [28].

Otras de sus bondades, es la capacidad que tienen para llevar a cabo la biorremocién de
metales pesados, altamente téxicos, por incorporacion a la pared celular [29].

El proceso integral de tratamiento de aguas residuales usando cultivos de microalgas,
presenta ventajas tan importantes como son: el mejoramiento de la calidad del efluente,
mediante un mecanismo de bajo costo energético con el aprovechamiento de nutrientes
que estaban siendo desechados y que son incorporados a la biomasa; la cual puede llegar a
tener un alto valor comercial. Esta biomasa segln su composicion quimica, puede
convertirse en fuente productora de fertilizantes, alimentos animales (avicultura, ganado
porcino, ganado vacuno y acuicultura), energia, ademds de otras aplicaciones en la
industria quimica, biomedicina y farmacologia [30,31].

Los géneros Chlorella y Scenedesmus, asi como algunas especies del grupo de las
cianobacterias, se han usado en el tratamiento de diferentes tipos de aguas residuales,
destacando las provenientes de plantas de tratamiento convencionales [32,33], de origen
industrial [34] urbano [35] v las derivadas de excretas animales [36,37].
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A pesar de todas las ventajas que ofrece la ficorremediacién para mejorar la calidad de los
efluentes, la eficiencia de este proceso, depende de varios factores que afectan la
composicion de la biomasa restringiendo las aplicaciones, tales como: tipo de efluente
(doméstico, agricola e industrial), profundidad de los estanques y de los mecanismos de
agitacidon, temperatura, intensidad luminosa, contaminantes (organismos depredadores),
entre otras [21].

Ademas, de la dificultad para cosechar la biomasa producida de esta manera [28]. Por lo
que, queda mucho trabajo por hacer para mejorarel cultivo de microalgasen el
tratamiento de aguas residualesy para el aprovechamiento de la biomasa, pues el
potencial de las microalgas en la remediacion de aguas residuales es mucho mds amplio en
su alcance que su funcién actual.
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2. ANTECEDENTES

La investigacion sobre el uso de microalgas para la depuracidon de aguas residuales ha sido
desarrollada desde hace ya mas de cinco décadas. Uno de los pioneros en este campo fue el
doctor William Oswald y otros colaboradores, quienes desde 1953, estudiaban el papel que
desarrollaban las microalgas en las lagunas de oxidacién [26]. A partir de entonces, la
investigacion en este campo se ha incrementado y muchos trabajos al respecto han sido
publicados:

Tabla 1. Antecedentes en la investigacion del cultivo de microalgas en agua residual como

tratamiento terciario.

Articulo

Especie

Condiciones y

% de remocion de

estudiada sistema de cultivo nutrientes
Application of Chlorella C. vulgaris es nativa del Efluente sin tratar:
phycoremediation vulgaris efluente * Escala de laboratorio:
technology in the treatment - 80% de amonio
of wastewater from a Cultivos en efluente sin - 94% de fosfatos
leather-processing chemical tratar: * Escala piloto:
manufacturing facility [38]. - Escala de laboratorio (2L) o ;
- Escala piloto (1000L) a - 82% de amonio
. . - 99% de fosfatos
cielo abierto
Sélidos de efluente tratado:
Cultivos con sdlidos de * Escala piloto:
efluente tratado: -29% de amonio
- Escala piloto (1000L) - 99% de fosfatos
Produccion de biomasa de la | Scenedesmus | Elvolumen de cultivo: 150L Nitrégeno amoniacal:
microalga Scenedesmus sp. a cielo abierto - Agua residual de pescaderia:
sp. utilizando aguas 100% de remocidn.
residuales de pescaderia No se controlan - Control: 100% de remocidn.
[39]. parametros
Fosfatos (POa4):
Cultivo control con medio - Agua residual de pescaderia:
Nitrofoska Foliar (5ml/L, en 77.54% de remocién. Control:
agua potable) 97.64% de remocidn.
Cultivos a cielo abierto en
tanques de asbesto de
600L
Efficiency of ammonia and Chlorella Microalgas aisladas de una Biorreactores cilindricos:
phosphorus removal vulgaris laguna de oxidacion - Amonio (NHs): 90% (aprox.)
from a Colombian para ambas especies
agroindustrial wastewater Scenedesmus Medio de cultivo: agua - Fosfatos: 55% para ambas
by the microalgae Chlorella dimorphus residual de industria especies
vulgaris and lechera y de granja de
Scenedesmus dimorphus cerdos. Birreactores triangulares (solo
[34]. C. vulgaris):
Cultivos en birreactores - Amonio (NH3): 98% (aprox.)
cilindricos de vidrio (2L) - Fosfatos: no hubo remocién
C. vulgaris cultivada
también en un birreactor
triangular (30L)
Experimentos por
triplicado (216h de
duracion)
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Crecimiento de Scenedesmus | Scenedesmus Scenedesmus quadricauda Remocion NHs:
quadricauda en efluentes quadricauda obtenida de un cepario - Dia 0: 63.07mg/L
cloacales de la ciudad de - Dia 12: 3.5mg/L
Trelew, Chubut, Argentina Medio: agua residual

[40]. doméstica cruda (filtrada) Remocion POa:

- Dia 0: 16.725mg/L

Volumen de los cultivos. - Dia 12: 1.045mg/L
1000ml

Densidad inicial:
2.5x10%cel/ml
Efectos de las microalgas en Cianophytas Muestras a la entraday a la | Remocion nitrégeno amoniacal:
la remocion de los salida de la laguna 36.42%
compuestos nitrogenados Clorophytas facultativa durante tres

presentes en la laguna meses

facultativa de una planta de
tratamiento de aguas
residuales [41].

Las microlagas de los
grupos Cianophytas y
Clorophytas son nativas de
la laguna facultativa

Presencia: 54%
Cianophyta; 27%
Clorophytas; 19% otros

géneros
Remocion de ortofosfato y Cultivo mixto Cultivo mixto obtenido de Cultivos libres:
amonio de agua residual la planta de tratamiento de * Concentracion baja:
municipal por tres cultivos Chlorella sp. la UAM-| - C. vulgaris: 50% NHay 74%
libres e inmovilizados de PO4
microalgas [42]. Spirulina sp. Composicion cultivo mixto: - S. subsalsa: 16% NHay 96%
Clorofitas (Chlorella sp., POa
Chlamydomonas sp., - Mixto: 23% NHay 23% POa
Scenedesmus sp. y * Concentracion alta:
Pediastrum sp.), - C. vulgaris: 37% NHa y 45%
Euglenofitas, Bacilariofitas PO4
- S. subsalsa: 26% NHa y 24%
Soportes p/inmovilizacion: PO4
polietileno y lufa - Mixto: 68% NHay 76% POa4
Experimento a escala de Cultivos inmovilizados:
laboratorio (1L) * Polietileno:
- C. vulgaris: 99.0% NHay 49.2%
El estudio se realiz6 con POa
dos concentraciones de - Mixto: 70.0% NHay 70.8% POa
nutrientes: * Lufa:
- alta (25 y 10mg/ml); baja | - C. vulgaris: 99.9% NHay 72.1%
(15 y 5mg/ml de NHay PO4 PO4
respectivamente) - Mixto: 99.9% NHay 89.9% POa
Comparison of nutrients Scenedesmus S. quadricauda fue aislada Remociones:
removal by free and quadricauda del efluente
immobilized cells of - D1: 100% de N-NHa (dia 3);
microalga Scenedesmus Se usaron 3 biorreactores 100% de P-POa (dia 2)
quadricauda [43]. tubulares verticales (D1,
D2y D3) - D3: 100% de N-NHa (dia 5);

100% de P-POa4 (dia 1)
Caracteristicas de los
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cultivos: - D1: 100% de N-NHa (dia 3);
- D1: cultivo libre; 5L; 100% de P-POa4 (dia 2)
39614 lumen; iluminacion
externa - D2: 100% de N-NHa (dia 4);
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- D2: cultivo libre; 5L; 2100
lumen; iluminacion interna
D3: cultivo inmovilizado
(alginato); 1.5L; no
especifica intensidad;
iluminacion externa

90% de P-POa4 (dia 4)

El agua fue pretratada para
eliminar soélidos por
sedimentacion

Cloroficeae fue el grupo
dominante

A comparative study of four Scenedesmus Microalga aislada de agua * NCA: no se muestran
systems for tertiary bicellularis residual tratada resultados. Menos eficiente
wastewater treatment by
Scenedesmus bicellularis: Microalga sometida a un * CBW: no se muestran
New technology for proceso de inanicién resultados. Menos eficiente
immobilization [44]. (medio Dauta, Ny P). por
36, 54, 72 y 96h * CSW: 100% de NHa4-N con 54h
de inanicion (minuto 75); 100%
Sistemas de cultivo: de PO4-P con 72h de inanicion
- Libre con aireacion (NCA) (minuto 120)
- Inmovilizado en bolitas de
alginato (CBW) * CSA: 100% de NHa-N con 54h
- Inmovilizado en pantalla de inanicion (minuto 75); 100%
de alginato (CSW) de PO4-P con 72h de inanicion
- Inmovilizado en pantalla (minuto 120)
de alginato; aireacién con
100% humedad relativa
(CSA)
Temperaturas: 6, 13 y 18°C
Ammonia-nitrogen and Scenedesmus Microalga aislada de aguas La mejor remocion se observé
orthophosphate removal by sp. residuales municipales en aguas residual real en los
immobilized siguientes intervalos de tiempo:
Scenedesmus sp. isolated Microalga inmovilizada en
from municipal wastewater [dminas de alginato NHa-N
for potential use in tertiary -105min: 99.1%
treatment [45]. Efluente secundario de - 135min: 100%
agua residual real y
artificial POs-P
- 15min: 100%
La composicion del agua
residual real y artificial fue
similar (15.5mg/L de NHa —
Ny 1.5mg/L de PO4-P)
Volimen de cultivo: 350ml
Microalgal dynamics in Clorofitas 75 reactores (bolsas de 61.4% de remocién amonio
batch reactors for municipal plastico) de 15L fueron
wastawater treatment Cianofitas usados para los - Concentracion inicial: aprox.
containing dairy sewage experimentos 45mg/L
water [46]. Euglenofitas

- Concentracion final: aprox.
16.55mg/L
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3. JUSTIFICACION

En la actualidad, la demanda por productos y servicios provenientes de la biotecnologia es
cada vez mayor y la sustitucion de tecnologias convencionales, por otras mas amigables con el
ambiente, es no solo mas aceptada, sino necesaria y provechosa.

En México, se necesita realizar mads investigaciéon en biotecnologia para desarrollar y aplicar
sistemas de biorremediaciéon que puedan resolver, exitosamente, problemas prioritarios como
lo es el tratamiento del agua residual utilizando especies nativas y experimentando con las
variables medioambientales, geograficas, culturales y econdmicas que el pais ofrece. En este
aspecto, la biotecnologia de microalgas se destaca por ofrecer una variedad de opciones para
resolver problemas ambientales, como es el caso del agua residual, ya que la descarga de esta
sin tratamiento, en nuestro pais, es muy comun y las consecuencias de ello son irreparables
para los ecosistemas acuaticos.

Las microalgas tienen gran potencial para generar efluentes limpios, en asociacion con las
bacterias aerobias, reduciendo los costos asociados al consumo de energia eléctrica, a la vez
que se generan altas cantidades de biomasa, aprovechable como alimento animal, como
fuente de energéticos (biodiesel) o antioxidantes (carotenoides, ficocianinas) entre muchas
otras aplicaciones. Ante tales evidencias, el tratamiento de aguas residuales, utilizando
microalgas, promete ser un proyecto viable y autosustentable.

Es por esto, que este proyecto atendié dos demandas importantes:

a) Aplicar la biotecnologia microalgal en la depuracidn de los contaminantes (amonio y
ortofosfato) de un efluente de agua residual municipal, utilizando para este fin, dos
especies de microalgas (Scenedesmus quadricauda, proporcionada por el cerapio de la
UAM lztapalapa, y una especie nativa, aislada de la laguna de tratamiento de la UIA
Puebla).

b) Obtener una biomasa microalgal susceptible a ser utilizada con fines industriales,
ecoldgicos y/o energéticos.

Adicionalmente, se contribuye en la investigacidon de biotecnologia microalgal, para apoyar al
desarrollo en el pais, de tecnologias viables, que aplicadas adecuadamente, sean
autosustentables y redituables.
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4. OBJETIVOS
4. 1. Objetivo general

Evaluar la capacidad de remocion de ortofosfato (PO,>) y amonio (NH,"), de aguas
residuales de la planta de tratamiento de la Universidad Iberoamericana (UIA), Puebla, de
dos especies microalgales (Scenedesmus quadricauda y una especie nativa aislada de la
laguna de tratamiento de la UIA Puebla).

4.2. Objetivos especificos

e Aislar e identificar una cepa de microalga nativa de la laguna de tratamiento de
aguas residuales de la UIA Puebla y obtener un cultivo clonal.

e Determinar parametros fisicoquimicos en muestras del agua de la planta de
tratamiento de la UIA Puebla.

e Determinar la capacidad de remocion de ortofosfato, amonio y DQO (Demanda
Quimica de Oxigeno), de dos especies microalgales, en aguas residuales de la
planta de tratamiento de la UIA Puebla, en cultivos de 3, 15 y 60L.

e Determinar la tasa de crecimiento de los cultivos establecidos en agua residual en
volimenes de 3, 15y 60L.
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5. METODOLOGIA

5.1. Aislamiento con pipeta pasteur

Para realizar el aislamiento de una especie microalgal nativa de la laguna de oxidacion
ubicada en la Universidad Iberoamericana Puebla, se tomd una muestra de agua de dicho
lugar. La muestra fue refrigerada y transportada al laboratorio de Ficologia Aplicada UAM-I
para mantenerla en condiciones ideales de luz y temperatura (22°C) hasta proceder al
aislamiento.

Figura 2. Colecta de muestra de agua de la laguna de
oxidacion de la UIA Puebla.

Para el aislamiento se utilizé la técnica de aislamiento con micropipeta de punta
adelgazada, en medio F/2 [47]. Esté método permite separar microalgas mayores a 10um
de didmetro en forma de quistes, células vegetativas, dinoflagelados, formas coloniales o
filamentosas [48-50].

Se midieron simultdneamente pardmetros fisicoquimicos in situ, con una sonda
multiparamétrica (Hanna Instruments HI-9828).

Las microalgas se incubaron y se mantuvieron en condiciones controladas de luz y
temperatura, con ciclo de luz:obscuridad de 12:12h. Se realizaron escalamientos
periddicamente, hasta lograr establecer los cultivos en voliumenes de 3, 15 y 60L.

5.2. Pruebas con Scenedesmus quadricauda al agua residual

Con el fin de comprobar la adaptabilidad de la microalga S. quadricauda a las condiciones
del agua residual, se realizd este experimento preliminar.

La microalga S. quadricauda fue obtenida de la Coleccién de Cultivos del Laboratorio de
Ficologia Aplicada, UAM-I. Esta se inoculo en matraces de 250ml con agua de la laguna de
oxidacion de la UIA Puebla, esterilizada por autoclave (121°C/115Ib/15min). Los cultivos se
realizaron por triplicado y fueron mantenidos en condiciones semi-controladas:
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e Fotoperiodo 12:12h (luz:obscuridad)
e Luz blanca

e Sin aireacion/Sin inyeccion CO,

e Agitacion manual

e Temperatura ambiente (22-29°C)

Diariamente, durante 7 dias, se tomdé 1ml de muestra, en condiciones estériles, para
realizar la curva de crecimiento. La curva se realizd por conteo en cdmara Neubauer.

5.2.1. Conteo celular.

A partir de los conteos celulares se obtiene la tasa de crecimiento (W), y la tasa de
crecimiento acumulado (Z,), usando la cdmara de Neubauer [47].

5.3. Preparacion de material

Un factor importante para el desarrollo de los cultivos microalgales, es la seleccion y
preparacion del material, esto consiste en una limpieza y desinfeccién, previa al montaje de
los cultivos. Los recipientes mds utilizados y econdmicos, para cultivos en laboratorio y
masivos, son de materiales no téxicos como matraces Erlenmeyer, garrafones de vidrio
(carboys), recipientes de plastico, madera y concreto, incluyendo los estanques rusticos en
areas rurales [51].

La limpieza y desinfeccion se realizé el mismo dia que el material iba a ser usado. Para lavar
garrafones de pldstico y vidrio, bolsas de 60L, tubos de PVC, mangueras, tapas, piedras,
bombas y otros accesorios, se utilizd detergente neutro concentrado, libre de fosfatos
(HYCLIN-PLUS) y agua limpia. Para desinfectarlos se uso hipoclorito de sodio diluido en
agua; después se removio el cloro con enjuagues de agua limpia.

5.4. Esterilizacion de agua

La esterilizacién consiste en la destruccidon de todos los microorganismos, incluidas las
formas resistentes como esporas bacterianas, virus sin envoltura (no lipidicos) y hongos
[52]. Ya sea quimica o fisica, la esterilizacidn de materiales y medios de cultivo es un paso
importante para reducir el riesgo de contaminacién por microorganismos no deseados en
los cultivos microalgales, que de otra manera, representarian para las microalgas una
competencia por el sustrato.

5.4.1. Hipoclorito de sodio

Este método se uso para cultivos de 3, 15 y 60L. Sélamente para esterilizar agua limpia.
Se adiciono 3ml de NaClO/L. A las 24 horas se agrego tiosulfato de sodio en la siguiente
proporcion: 2.85g/18L. Se dejé actuar de 2 a 3h, para neutralizar por completo el cloro
presente.
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5.4.2. Autoclave
Este método se utilizd solamente para agua residual de cultivos de 3L.

El agua residual se vertié en matraces Erlenmeyer, estos se colocaron dentro del
Autoclave y se esterilizaron durante 15min a 121°Cy una presién de 115Ib.

5.4.3. Luz UV

Este método se utilizé para agua residual en cultivos de volumenes mayores, 15 y 60L.
El agua residual se vertié en un contenedor de pldstico con un sistema de esterilizacion
utilizando una lampara de luz Ultravioleta, y se recirculd el agua residual durante 2h.

Pasado ese tiempo, sin apagar el sistema, se tomé el volumen de agua esterilizada
necesario para los cultivos.

Figura 3. Sistema casero de esterilizacidén con luz UV.

5.5. Cultivos microalgales en agua residual

El uso de microalgas para el tratamiento de aguas residuales no es una idea nueva, a lo
largo de varias décadas se han desarrollado muchas investigaciones y técnicas para
aprovechar su rapido crecimiento y su capacidad para remover nutrientes. Hace ya mas de
50 afios que Caldwell (1946) y mas tarde Oswald (1953), sugirieron la utilizacién de cultivos
masivos de microalgas para el tratamiento de aguas residuales y la produccion de proteina,
simultaneamente [21].

En la actualidad, son conocidas las ventajas que ofrece el uso de microalgas para el
tratamiento de aguas residuales en comparaciéon con las tecnologias convencionales de
tratamiento.

5.5.1. Montaje de cultivos
5.5.1.1. Volimen de 3L

Se llenaron primero los garrafones con el medio de cultivo (agua limpia o agua
residual esterilizada) segin el volimen requerido. Al agua limpia, que
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corresponde a los controles, se le agrego fertilizante foliar, Bayfoland Forte de
Bayer, en la relacion de 1ml/L, se homogenizod y se colocaron los accesorios de
aireacion (piedra, manguera). En el caso de los garrafones con agua residual, se
colocaron los accesorios de aireacion sin afiadir fertilizante ni ningun otro
complemento. Se agregd, también, un inoculo de concentracién (cel/ml)
suficiente para obtener un cultivo con mayor expectativa de supervivencia. Por
ultimo se les proporciond aireacion y se colocaron en un espacio acondicionado
con luz artificial. Experimentos realizados bajo techo y por triplicado.

5.5.1.2. Volumen de 15L

El procedimiento para montar los cultivos de 15L es el mismo empleado para
cultivos de 3L (apartado 5.5.1.1.).

5.5.1.3. Volumen de 60L

Por su mayor volumen, estos cultivos difieren de los de 3 y 15L porque ocupan
mas espacio y materiales adicionales.

Estos cultivos se montaron en una estructura vertical con base de fibra de vidrio
y estructura cilindrica vertical de malla metdlica, en la que se coloco una bolsa
que tomo la forma de una columna cilindrica o biorreactor. El sistema de
aireacion consiste de un dispositivo implementado con un tubo de PVC,
manguera para aire y una piedra circular que se coloca en la parte baja del
biorreactor.

o« « ‘4“#
e Rt Ko e

;“‘j‘r'

Figura 4. Cultivos de 60L, de S. quadricauda, con agua residual
esterilizada y controles.

En el caso de las réplicas de control (controles), se llenaron las bolsas con agua
blanda hasta el nivel requerido. Una vez montadas las columnas con el agua y el
dispositivo aireador, se procedio a esterilizar el agua con hipoclorito de sodio. Se
dejé airear por una noche para que el hipoclorito se volatilizara. Posteriormente
el cloro fue neutralizado con tiosulfato de sodio y se procedié a afadir el
fertilizante foliar. Se inicié la aireacion para homogenizar. Al final, se inoculé con
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el cultivo de microalgas que se desarrollo en los garrafones (15L). Las bolsas
permanecieron selladas con velcro.

El mismo procedimiento se realiza para los experimentos con agua residual,
excepto que, evidentemente, no se agrega agua limpia ni fertilizante foliar.

Todos los experimentos se realizaron por duplicado y en el exterior, en un
invernadero.

5.5.2. Escalamientos

Los escalamientos se realizaron inoculando una relacidon del 10% de cultivo en
fase exponencial, asi de los cultivos de 3L se inoculé 1.5L para establecer los
cultivos de 15L. Cuando fue posible, algunos cultivos se mantuvieron hasta su
fase estacionaria.

5.6. Crecimiento celular
5.6.1. Toma de muestra

Antes de proceder a tomar una muestra, los cultivos, en el caso de 3 y 15L, se
homogenizaron por medio de aireacién y agitacion manual. Una vez hecho esto, se
tomd una muestra de 50ml para analisis de nutrientes al inicio, mitad y final de los
experimentos, y 1ml cada tercer dia para conteo celular, esto ultimo se hizo
utilizando una micropipeta. Las muestras se almacenaron en tubos eppendorf,
fijdndose con 2 gotas de acetato de lugol.

5.7. Parametros de cultivo
5.7.1. Condiciones de cultivo
5.7.1.1. Laboratorio

e Luz: blanca. provista por 4 lamparas de 40W, 2 en la parte
posterior y 2 en la parte frontal.

e Fotoperiodo: 12:12h (luz:oscuridad).

e Aireacion: provista por una bomba de 3.5 PSI.

e CO,: provisto por la aireacion.

e Parametros (pH, temperatura): no controlados.

5.7.1.2. Planta Piloto (exterior)

e Luz: natural (solar).

e Fotoperiodo: no controlado. Segun la duraciéon del dia y la noche.
e Aireacion. provista por un compresor de aire de 4.93 PSI.

e CO,: provisto por la aireacion.

e Parametros (pH, temperatura): no controlados.

UAM-Iztapalapa 15
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5.8. Analisis de agua residual

Las muestras colectadas se centrifugaron a 3500rpm para eliminar la biomasa. El
sobrenadante se refrigerd. Los tubos se cubrieron de la luz con papel aluminio.

5.8.1. Amonio (NH,’)
5.8.1.1. Curva de calibracion

La curva de calibracién se realizd a partir de una solucion de (NH,)250, de
concentracién 1,136puM/L. De esta solucion se tomd una alicuota de 1000uL que
se aforé a 50ml. A partir de esta se prepararon 5 soluciones de concentracién
conocida, que caen dentro del rango de 0.0 a 10.0mg/L NH,", (rango medio) que
puede medir el equipo.

Concentracion Solucién patron Agua destilada

mg/L ml ml
3.0 10 0
2.40 8 2
1.80 6 4
1.20 4 6
0.01 2 8

Tabla 2. Parametros para la realizacidon de la curva de
calibracién de amonio (NH,").

Por el método de minimos cuadrados y a partir de la concentracion leida (X) y la
concentracion tedrica (Y), se obtuvo la ecuacién de la recta y su R* (Fig. 5).

35

y=1.048x - 0.248
RY= 0,996

Concentracion teorica (mg NHy Y fL)
d [
un
T

a a3 1 15 2 2.5 3 3.3

Lectura (mg MHz* /L)

Figura 5. Curva de calibracién para amonio (NH,").
5.8.1.2. Rango medio

Para la medicién del amonio se utilizd un espectrofotdmetro multiparametrico
modelo HI 83099 (marca Hanna Instruments) y el kit de reactivos que viene con
el equipo (reactivo HI 93715A-0 y reactivo HI 93715B-0), con el procedimiento
especificado por el fabricante.
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5.8.2. Ortofosfato (PO,?)
5.8.2.1. Curva de calibracion

La curva de calibracion se realizdé a partir de una solucién de KH,PO, de
concentracién 5000uM/L. De esta solucién se tomd una alicuota de 800uL que
se aford a 50ml. A partir de esta segunda solucidn se prepararon 5 soluciones de
concentracién conocida, que caen dentro del rango de 0.0 a 30.0mg/L PO,>
(rango bajo y alto) que puede medir el equipo.

Concentracion Solucion patron Agua destilada

mg/L ml ml
10.88 10 0
8.70 8 2
6.53 6 4
4.35 4 6
2.18 2 8

Tabla 3. Parametros para la realizacidon de la curva de
calibracién de ortofosfato (PO,).

Por el método de minimos cuadrados y a partir de la concentracion leida (X) y la
concentracion tedrica (Y), se obtuvo la ecuacién de la recta y su R* (Fig. 6).

12
s »
T 10
e

*

£ =
? . >
g 5
‘.=
.§ 4 #
E ) / v =1472x+0.106
3 ‘ / aEdkei

0

a 1 3 3 1 5 & 7 g

Lectura (mg POs3/L)

Figura 6. Curva de calibracién para ortofosfato (PO4'3).
5.8.2.2. Rango medio y rango alto

Para la medicion del ortofosfato rango medio y alto, se utilizd un
espectrofotometro multiparamétrico modelo HI 83099 (marca Hanna
Instruments) y el kit de reactivos que viene con el equipo (reactivo HI 93713-0),
con el procedimiento especificado por el fabricante.
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5.8.3. Demanda quimica de oxigeno (DQO)
5.8.3.1. Rango medio

Para la medicién del la DQO, se utilizé un termoreactor modelo HI 839800 vy
espectrofotometro multiparamétrico modelo HI 83099 (marca Hanna
Instruments) y el kit de reactivos que viene con el equipo (reactivo HI 93754B-
25), con el procedimiento especificado por el fabricante.

UAM-Iztapalapa 18



Especialidad en Biotecnologia

6. RESULTADOS

6.1. Establecimiento de cultivos clonales

De la muestra tomada de la laguna de oxidacién, se aislaron todos los tipos de microalgas
que se encontraron, logrando establecer 15 cultivos clonales.

Los resultados son los siguientes:

Selenastrum gracile 2 cepas
Closterium moniliferum 7 cepas
(N
-~
- .
Scenedesmus dimorphus 1 cepa B ©
¥ iy
Chlorella sp. 1 cepa
Geminella interrupta 4 cepas

Tabla 4. Microalgas aisladas del la laguna de oxidacién de la UIA Puebla.
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6.2. Prueba de adaptacion de S. quadricauda en agua residual municipal, en volimenes
de 250 mi.

4.0

35 I

3.0 I
,_ L

Densidad celular {(10° celfml)
P
(=)

1.5 /
1.0 /
a.s

a.0

a 1 2 3 4 5 =] 7

Tiempo (dias)

Figura 7. Curva de crecimiento de S. quadricauda en 250ml, en agua residual esterilizada
(ARE).

Durante el experimento de adaptacion de S. quadricauda, se obtuvo la curva representada
en la Fig. 7. En esta se observa una fase lag (adaptacién) de 1 dia de duracién. A partir del
dia 1 se acelera el crecimiento hasta el dia 3, después del cual se empieza a desacelerar,
como puede observarse en la Tabla 5. El cambio en la tasa de crecimiento acumulada (Zu,)
indica que el término de la fase exponencial es el dia 3. Los dias siguientes, aunque aun hay
crecimiento, se consideran en una fase de desaceleracién que da entrada a la fase
estacionaria.

Tiempo Celulas/ml U U,
dias 10°
ARE

0 0.07 [+0.00] - -
1 0.27 [+0.03] 1.95 1.95
2 1.72 [+0.13] 2.67 4.62
3 2.29 [+0.21] 0.53 5.15
4 2.66 [+0.14] 0.10 5.25
5 3.09 [+0.15] 0.22 5.46
6 3.51 [#0.16] 0.18 5.65

Tabla 5. Concentracién celular de de S. quadricauda en 250ml, con
agua residual esterilizada (ARE).

La mayor concentracién celular se alcanzé el dia 6, con 3.51x10°el/ml. Se observa la fase
exponencial claramente marcada del dia 1 al 2.

No se realizo analisis de remocidn de nutrientes a estos cultivos.
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Los parametros del agua usada para los cultivos se muestran en la Tabla 6. La muestra
proviene de la laguna de oxidacién de la UIA Puebla.

Parametro Valor Unidad
Oxigeno disuelto (OD) 5.56 ppm
pH 8.66 -
Temperatura 19.52 °C
Resistividad 0.001 MQcm
Conductividad 1012 uS/cm
Sélidos disueltos totales 505 ppm
Salinidad 0.5 PSU
Potencial 6xido-reduccidn 74.7 mV
% Oxigeno disuelto 71.4 -

Tabla 6. Parametros fisicoquimicos del agua esterilizada, de la
laguna de oxidacién de la UIA Puebla.

6.3. Caracteristicas del agua residual de la planta de tratamiento de la UIA Puebla

Parametro

Método de prueba

Estandar o

Norma

Demanda bioquimica

Resultado Unidad

NMX-AA-28-SCFI2001 150. . L
de oxigeno (DBO) 8-SCFI200 50.00 66.83 mg/
Demanda quimica de

NMX-AA-30-SCFI2001 20. 142. L
oxigeno (DQO) 30-SCFI200 320.00 00 mg/
Solidos suspendidos 1 Aa 34.5CFI2001  150.00 26.00 mg/L
totales
Solidos sedimentables NMX-AA-04-SCFI2000 2.00 <0.10 ml/L
Grasas y aceites ** NMX-AA-05-SCFI12001 25.00 14.88 mg/L
Nitrégeno TOTAL NMX-AA-26-SCFI-2001 60.00 86.44 mg/L
Fosforo TOTAL NMX-AA-29-SCFI2001 30.00 <0.071 mg/L
Temperatura*® NMX-AA-07-SCFI2000 40.00 22.30 °C
pH* NMX-AA-08-SCFI2000 5.5-10 6.55 -
Coliformes fecales NMX-AA-42-1981 2000.00  240.00 NMP
100ml*

Materia flotante NMX-AA-06-SCFI12000 Ausente Ausente -

*valor de la media geométrica; **valor de la media ponderada.

Tabla 7. Analisis de una muestra compuesta de agua residual de descarga final proveniente de la

planta de tratamiento de la UIA Puebla.
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Los andlisis presentados en la Tabla 7, corresponden a una muestra compuesta de agua
residual de descarga final, realizados por el Laboratorio de Andlisis Quimicos, Alimentos y
Aguas Bio-Indu, S.C.

6.4. Crecimiento de S. quadricauda en agua residual y en controles (3, 15y 60L)

14

1.2 f
£ /'/

1.0
g
2 08 / /.J'//
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=
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2 04
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& //
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0 2 4 <] g 10 12
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Fig. 8. Curvas de crecimiento, promedio, de S. quadricauda en 3L, con agua residual
esterilizada (ARE) y agua blanda (c/ fertilizante foliar). 25.0+5°C.

Las concentraciones finales de S. quadricauda, en cultivos de 3L fueron: 1.15x10° cel/ml,
para ARE, y 1.28x10° cel/ml, para los controles.

Se observa usencia de fase lag en los cultivos control, mientras que esa misma fase no es
tan marcada en los cultivos de ARE. La pendiente de las curvas descritas, no distingue
tampoco la fase exponencial en ambos cultivos (Fig. 8).

En la Tabla 8, se presentan los valores de la tasa de crecimiento (U,), y tasa de crecimiento
acumulado (2u,) de cultivo de S. quadricauda en ARE y controles. Observando Zu, se puede
decir que la velocidad de crecimiento fue lenta, tanto para ARE como para los controles.
Observandose una duplicacién en cultivos de ARE del dia 3 al 6

El pH se mantuvo entre 8 y 7 en los cultivos de ARE, y entre 6 y 7 en los controles.

Tiempo Celulas/ml U pYTH
dias 10°

ARE C ARE C ARE C

0 0.18 0.16 ] ] ] ]

[£0.01] [£0.01]

0.34 0.65

3 [+0.02] [+0.01] 0.31 0.67 0.31 0.67
0.68 0.86

6 [+0.01] [+0.10] 0.33 0.13 0.64 0.81

9 0.86 1.09 0.11 0.11 0.75 0.92
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[+0.06] [+0.01]
1.15 1.28
0 [+0.03] [+0.01] 0.42 0.23 1.17 1.15

Tabla 8. Tasa de crecimiento (u,) y tasa de crecimiento acumulada (2u,) de S. quadricauda en 3L,
con agua residual esterilizada (ARE) y agua blanda ¢/ fertilizante foliar (C). 25.0+5°C.

La remocion de nutrientes del agua residual se muestra en la Tabla 6. Hubo poca
reduccion de DQO, mientras que el amonio y el ortofosfato descendieron a mas de la
mitad de su concentracidn inicial, en los 10 dias que duraron los cultivos (Tabla 9).

109 [+4] 136.50 [+0.30] 12.60 [+0.43]
6 - 50.52 [£5.93] 8.06 [+0.41]
10 94 [+4] 39.26 [+2.49] 3.64 [+0.78]

Tabla 9. Remocién de nutrientes de S. quadricauda en agua residual
esterilizada (ARE), en 3L.
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Figura 9. Curvas de crecimiento, promedio, de S. quadricauda en 15L, con agua residual
esterilizada (ARE) y agua blanda (c/ fertilizante foliar). 24.0+1°C.

Los cultivos representados en la Fig. 9 se escalaron a 60L el dia 6. Estos alcanzaron una
maxima concentracion celular de 1.10x10° cel/ml en ARE, y de 0.87x10%el/ml en los
controles, en el Ultimo dia de cultivo. Mientras que, valores muy cercanos se obtuvieron en
cultivos de 3L pero hasta el dia 10. Considerando que la diferencia entre indculos, fue
menor de 1x10°cel/ml. En estos, la fase estacionaria es mds clara gue en los cultivos
antecesores (de 3L).

En cuanto a la velocidad de crecimiento, se observa como la tasa de crecimiento, Zu,,
disminuye a partir del dia 2 (Tabla 10). La velocidad de crecimiento es mayor para ARE que
la registrada en los controles. Aunque no se observan duplicaciones.
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Tiempo Celulas/ml U U
dias 10° ‘

ARE C ARE C ARE C

0 0.25 [1#0.0] 0.24 [1£0.0] - - - -

1 0.27 [+0.0] 0.31 [+0.01] 0.11 0.37 0.11 0.37

2 0.51 [+0.0] 0.41 [£0.01] 0.92 0.40 1.03 0.77

3 0.68 [+0.0] 0.60 [+0.01] 0.42 0.55 1.44 1.32

4 0.83 [+0.07] 0.76 [+0.01] 0.29 0.34 1.73 1.66

5 0.99 [+0.13] 0.82 [+0.01] 0.25 0.11 1.99 1.77

6 1.10 [+0.16] 0.87 [+0.01] 0.15 0.09 2.14 1.86

Tabla 10. Tasa de crecimiento (u;) y tasa de crecimiento acumulada (5u,) de S.
quadricauda en 15L, con agua residual esterilizada (ARE) y agua blanda ¢/ fertilizante foliar
(C). 24.0+1°C.

Un cultivo de ARE y un control se mantuvieron hasta la fase estacionaria (Fig. 10), alcanzada
hasta el dia 18. Se observé que la velocidad de crecimiento se mantuvo lenta, hasta el dia
14 (Tabla 11), cuando el cultivo entré en fase estacionaria. Después de 8 dias de cultivo, se
alcanzé una concentracion de 1.38x10° cel/ml en ARE, y 1.25x10° cel/ml en controles,
mientras que en 3L, esta concentracion se alcanzé en 10 dias.

4.0

A,

) 7\

Densidad Celular (10° celfml)
Pa
(=)

—a— ARE
15
—— Control
1.0 &
a.5
::I::I T T T T T T T T T 1
a 2 g & B 10 12 14 16 18 20

Tiempo (dias)

Figura 10. Curvas de crecimiento de S. quadricauda en 15L, con agua residual esterilizada
(ARE) y agua blanda (c/ fertilizante foliar), en fase estacionaria. 24.0+1°C.

El pH de estos cultivos fluctud entre 6 y 8 en cultivos de ARE, y 6 y 7 en los controles.

En cultivos de ARE, la mayor concentracion celular alcanzada fue de 2.99x10°cel/ml, el dia
14. Los controles tuvieron su maximo el dia 16, con 3.60x10°cel/ml (Tabla 11).
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Tiempo Celulas/ml U U
dias 10° ‘
ARE C ARE C ARE C
0 0.30 0.28 - - - -
1 0.31 0.31 0.08 0.16 0.08 0.16
2 0.54 0.46 0.77 0.57 0.85 0.72
3 0.69 0.62 0.37 0.43 1.22 1.15
4 0.75 0.58 0.11 -0.08 1.34 1.07
5 0.99 0.85 0.40 0.55 1.74 1.62
6 1.06 1.03 0.10 0.27 1.84 1.89
8 1.38 1.25 0.19 0.14 2.03 2.03
10 1.98 2.18 0.26 0.40 2.29 2.43
12 2.61 241 0.20 0.07 2.49 2.50
14 2.99 2.79 0.10 0.11 2.58 2.61
16 2.88 3.60 -0.03 0.18 2.56 2.79
18 2.90 3.15 0.00 -0.10 2.56 2.70

Tabla 11. Tasa de crecimiento (u;) y tasa de crecimiento acumulada (5u,) de S.
quadricauda en 15L, con agua residual esterilizada (ARE) y agua blanda c/ fertilizante foliar
(C), en fase estacionaria. 24.0+1°C.

La remocion de ortofosfato en ARE, en el dia 10, fué mayor que la registrada en 3L. En
ambos casos la concentracion inicial fue similar. El 100% de remocién de ortofosfato fue
registrada el dia 18. La remocién de DQO fue significativa (Tabla 12).

137 [+14] 86.00 [+1.66] 11.7 [+1.10]
2 - 92.08 [+0.05]  1.49 [+0.27]
10 - 26.53 [+0.29]  2.37 [+0.05]
18 14 [#3] 3.35[+0.88] 0

Tabla 12. Remocidn de nutrientes de S. quadricauda en agua residual
esterilizada (ARE), en 15L.

Los cultivos en 60L presentan un crecimiento diferente a lo observado en cultivos en 3y
15L, debido a que se trata de cultivos en el exterior, expuestos a los cambios ambientales
bruscos, como la temperatura, esta fluctué en un mismo dia, como se observa en la Fig. 8,
de 10-5°C, en las mafianas (8:00am), hasta 25-36°C por las tardes (3:00pm). El pH se
mantuvo entre 6 y 7, cercano al rango 6ptimo (7-8) [30], por lo que no se considera que
haya influido significativamente en el experimento.

Es evidente, la diferencia existente entre las curvas de crecimiento de los cultivos en ARE y
los controles; estos parecen haber sido afectados de manera diferente por las variables
ambientales; sin embargo cuando se observan las réplicas de un experimento, se evidencia
una misma tendencia en el crecimiento de S. quadricauda (Fig. 11).
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Figura 11. Curvas de crecimiento, de S. quadricauda en agua residual esterilizada (ARE) y
agua blanda (c/ fertilizante foliar), en 60L. 5-36°C.

La fase lag es mas evidente en este experimento, que la observada en los cultivos de menor
volumen. También las fases exponencial y estacionaria, en ARE. Los controles presentaron
un crecimiento lento durante la primera semana, para después presentar una fase
exponencial muy marcada (Fig. 11).

En los datos de la Tabla 13 podemos ver una mayor concentracion celular, que la apreciada
en los cultivos antecedentes. En 4 dias, se superd el maximo registrado anteriormente en
ARE, observado en los cultivos de 15L. Por otro lado, los controles superaron también, el
dia 10, el maximo registrado anteriormente en los cultivos de 15L.

Tiempo Celulas/ml U U
Dias 10° ‘
ARE C ARE C ARE C
0 0.26 [+0.01]  0.27 [+0.05] - - - -
2 0.82 [+0.02] 0.75[+0.15] 0.83 0.73 0.83 0.73
4 4.70 [+0.70] 1.85 [+0.21] 1.26 0.65 2.09 1.38
6 5.86 [+0.64] 2.52 [+0.08] 0.16 0.22 2.25 1.61
8 7.25 [+0.60] 1.96 [+0.23] 0.15 -0.18 2.40 1.42
10 6.72 [+0.48] 4.08 [+1.12] -0.05 0.53 2.35 1.95
12 7.52 [+0.58] 7.01 [+2.05] 0.08 0.39 2.43 2.34
14 - 10.28 [+3.19] - 0.28 - 2.62
16 - 13.97 [+2.93] - 0.22 - 2.84
18 - 20.97 [+6.08] - 0.29 - 3.13
20 - 18.43 [+6.13] - -0.09 - 3.04
22 - 20.43 [£7.35] - 0.07 - 3.12

Tabla 13. Tasa de crecimiento (u;) y tasa de crecimiento acumulada (5u,) de S.
quadricauda en 60L, con agua residual esterilizada (ARE) y agua blanda ¢/ fertilizante foliar

(C). C hasta fase estacionaria. 5-36°C.
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El pH en los cultivos con ARE se mantuvo mayormente en 7. En los controles el pH varid
entre6y7.

La concentracion maxima para ARE fue de 7.52x106cel/ml (dia 12); ese mismo dia, los
controles alcanzaron un concentracién de 7.01x106cel/ml. El valor maximo para controles
fué de 20.97x106 (dia 22) (Tabla 13).

La concentracidn inicial fue practicamente la misma que se tuvo en los cultivos de 15L, y
cercanas a las de cultivos de 3L, pero los resultados en concentracién celular fueron
mayores en 60L.
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Figura 12. Curvas de crecimiento, de S. quadricauda en agua blanda y fertilizante foliar, en
fase estacionaria, en 60L. 5-36°C.

Los mejores porcentajes de remocién de ortofosfato se presentaron en estos cultivos, pues
ambas réplicas (las de ARE), removieron practicamente el 100%. Con respecto al amonio,
las remociones bajas se presentaron en estos cultivos. La DQO también disminuyd de
manera importante, llegando a ser del 100% en la réplica 2 (Tabla 14).

0 127 92.25 15.70 127 92.25 15.70
[+5] [+0.45] [+¥1.07] [+5] [+0.45] [+1.07]

5 i 91.05 3.15 i 59.87 3.33
[+0.21] [+0.15] [+1.70] [+0.25]

12 69 34.27 0.20 0 27.33 0.22
[+1] [+0.90] [+0.05] [+0.74] [+0.01]

Tabla 14. Remocién de nutrientes de S. quadricauda en agua residual esterilizada (ARE),
en 60L.
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Figura 13. Imagen de S. quadricauda tomada con
microscopio Optico a 40X, correspondiente a
cultivos con ARE.

6.5. Crecimiento de Chlorella sp. en agua residual y en controles (3, 15 y 60L)

6.0

5.0 /

4.0 /l,/(

3.0 / —e—LRE
2.0 —m— Contraol
o f‘h\—i—‘i’/ﬁ

0.0 T T T T T 1

Demsidad Celular (10° celfml)

Tiempo [dias)

Figura 14. Curvas de crecimiento, promedio, de Chlorella sp. en 3L, con agua residual
esterilizada (ARE) y agua blanda (c/ fertilizante foliar). 25.0+3°C.

La mayor concentracidon celular se presenté en los cultivos con ARE, en el dia 6 de cultivo,
siendo esta de 5.79x10° cel/ml. Una breve fase lag (dia 0-1) se observa (Fig. 14). En los
controles la concentracién mas alta fue de 1.85x10° cel/ml, en el dia 6. No se observa fase
lag en cultivos de ARE. Las concentraciones celulares se encuentran en la Tabla 15.

El pH de los cultivos con ARE se mantuvo en 9 durante los 5 dias de cultivo. El pH de los
controles inicid en 8 y disminuyé hasta 7 al final de los cultivos.
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Tiempo Celulas/ml 1 s
dias 10°
ARE c ARE c ARE C
0 1.06 1.02 ] ] _
[£0.01] [+0.03]
1.53 1.67
1 . 71 . 71
[+0.09] [+0.03] 0.53 0 0.53 0
2.71 1.82
2 .82 12 1. 84
[+0.04] [£0.06] 0.8 0 35 0.8
3.78 1.68
3 (+0.11] [+0.18] 0.48 -0.12 1.83 0.72
4.51 1.72
! [+0.33] [+0.22] 0.25 0.03 2.09 0.75
5.79 1.85
° [+0.16] [+0.31] 0.36 0.11 2.45 0.86

Tabla 15. Tasa de crecimiento (u,) y tasa de crecimiento acumulada (2u,) de Chlorella sp. en 3L,
con agua residual esterilizada (ARE) y agua blanda c/ fertilizante foliar (C). 25.0+3°C.

En la Tabla 15, se observan las velocidades de crecimiento (5u;) de Chlorella sp. En cultivos
con ARE ocurrid una duplicaciéon del dia 1 al 2, y después el crecimiento se desacelera hasta
el final del cultivo. En los controles la velocidad de crecimiento fue lenta e incluso decayd
durante el dia 3 al 4.

311[-] 29.0 [+0.80] 1.55 [+0.35]
4 - 28.16 [£2.39] 0.67 [+0.03]
5 57 [£18] 20.18 [+1.33] 0.40 [+0.20]

Tabla 16. Remocién de nutrientes de Chlorella sp. en agua residual
esterilizada (ARE), en 3L.

La remocién de nutrientes de Chlorella sp. se observa en la Tabla 16. La remocién de
amonio fue baja después de 5 dias, comparada con la obtenida con S. quadricauda en el
mismo volumen. La remocién de ortofosfato fue buena, casi del 100% después de 5 dias.
No se removid la DQO.
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Figura 15. Curvas de crecimiento, promedio, de Chlorella sp. en 15L, con agua residual
esterilizada (ARE) y agua blanda (c/ fertilizante foliar). 25.0+3°C.

En cultivos de 15L las maximas concentraciones celulares fueron inferiores a las obtenidas
en los cultivos de 3L, para ARE se observo el dia 5, con 2.74x10° cel/ml, para los controles
se observé el dia 6, con 1.46x10° cel/ml.

No se observa una fase lag en los cultivos con ARE, sino que presenta un aparente
crecimiento exponencial ininterrumpido desde el dia 0 hasta el 3 (Fig. 15). Hubo presencia
de ciliados en los cultivos que pudieron influir en el crecimiento.

Tiempo Células/ml s 51

dias
ARE c ARE c ARE C

0 0.97 0.37 ] _ _
[£0.03] [+0.01]
1.29 0.41

1 . 1 ,1 . 1 '1
[£0.04] [+0.01] 0.4 015 04 0.15
1.80 0.56

2 [+0.12] [+0.02] 0.48 0.45 0.89 0.60
2.27 0.88

3 [+0.18] [+0.07] 0.33 0.65 1.23 1.25
2.28 0.94

4 [+0.21] [+0.16] 0.01 0.10 1.23 1.35
2.74 1.22

> [+0.10] [+0.21] 0.27 0.38 1.50 1.72
2.72 1.46

° [+0.11] [+0.13] -0.01 0.26 1.49 1.98

Tabla 17. Tasa de crecimiento (u;,) y tasa de crecimiento acumulada (5u,) de Chlorella sp. en 15L,
con agua residual esterilizada (ARE) y agua blanda ¢/ fertilizante foliar (C). 25.0+3°C.

La Tabla 17 nos muestra un crecimiento sostenido entre los dias 1 al 3 y después la
velocidad decayd, esto se observé tanto en cultivos con ARE como en los controles.
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El pH de los cultivos con ARE se mantuvo entre 8.5 y 9 durante los 6 dias de cultivo. El pH de
los controles inicié en 8.5 y disminuyd hasta 8 al final de los cultivos.

154 [+9.5] 103.75 [+7.05] 8.69 [+0.48]
2 - 91.73 [£2.78] 2.61 [+0.06]
6 51 [+6.5] 84.85 [+0.25] 0.25 [+0.05]

Tabla 18. Remocién de nutrientes de Chlorella sp. en agua residual
esterilizada (ARE), en 15L.

La remocién de nutrientes, igual que en cultivos de 3L, es lenta en cuanto al amonio.
Mientras que la remocién de ortofatos es casi del 100%, en cuestién de 6 dias. En general,
la tendencia de remocidn es similar a los cultivos de 3L (Tabla 18)
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Figura 16. Curvas de crecimiento, de Chlorella sp. en agua residual esterilizada (ARE) y
agua blanda (c/ fertilizante foliar), en 60L. 15-38°C.

En la Fig. 16 se observa una diferencia entre las curvas de ARE Y controles, durante los
primeros 3 dias. Los controles no presentan fase lag a diferencia de los cultivos con ARE que
tuvieron 2 dias de adaptacién. Se observé sedimentacidn durante los cultivos de ARE.

Comparando con cultivos de 3 y 15L, en 60L los cultivos con ARE presentaban una
concentraciéon celular mayor que en los de 15L (2.72x10° cel/ml) pero menor que la
obtenida en los cultivos de 3L (5.79x106 cel/ml), esto en el dia 6; sin embargo, con el paso
del tiempo la concentracion fue aumentando, como se ve en la Tabla 19.

Tiempo Celulas/ml Uz 2u,
dias 10° ‘
ARE C ARE C ARE C
0 0.76 [£0.00] 0.50 [+0.01] - - - -
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O 00 N O U A WN

S =y
N P O

0.54 [+0.03]
0.93 [+0.01]
2.19 [+0.05]
2.29 [£0.18]
3.34[+0.32]
2.95 [+0.01]
2.93 [+0.58]
3.56 [£0.72]
5.51 [+0.90]
6.39 [+1.13]
6.66 [+0.94]
6.76 [+1.01]

1.39 [+0.00] -0.49 1.48 -0.49 1.48
1.76 [+0.11] 0.78 0.34 0.29 1.82
1.85 [+0.09] 1.24 0.07 1.53 1.89
2.01[+0.20] 0.06 0.12 1.59 2.01
2.47 [+¥0.22] 0.54 0.30 2.14 2.30
2.54 [+0.23] -0.18 0.04 1.96 2.34

- -0.01 - 1.95 -

- 0.28 - 2.23 -

- 0.63 - 2.86 -

- 0.21 - 3.07 -

- 0.06 - 3.13 -

- 0.02 - 3.15 -

Tabla 19. Tasa de crecimiento (u,) y tasa de crecimiento acumulada (2u,) de Chlorella sp.
en 60L, con agua residual esterilizada (ARE) y agua blanda ¢/ fertilizante foliar (C). 15-40°C.

La Tabla 19 muestra que hay una velocidad de crecimiento lenta, sin una fase exponencial
definida, tanto en ARE como en los controles.

El pH de los cultivos hasta el dia 6, fue de mayoritariamente de 9 tanto para los cultivos con
ARE como en los controles.

Los cultivos con ARE alcanzaron su fase exponencial el dia 12, como se muestra en la Fig.
17. Aunque la curvas de cada réplica se desfazaron a partir del dia 6. Llegando a un maximo
de 7.77 y 5.75x10° cel/ml, en la réplica 1y 2, respectivamente. Se observa también, a pesar
del desfase, cobmo reacciona de manera similar a los factores que inciden en ellas.

9.0

8.0

7.0

5.0

10% celfml

4.0

30

1.0
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6 B 10 12 14
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Fig. 17. Curvas de crecimiento, de Chlorella sp. en ARE, hasta fase estacionaria, en 60L. 13-

40°C.
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64 [+7.5] 62.35 [+0.45]  3.70 [£0.30]
4 - 58.45 [+6.15]  0.30 [£0.10]
8 85 [+1.5] 61.40 [+t0.20]  0.23 [+0.08]
10 - 58.75 [+1.15]  0.10 [£0.05]

Tabla 20. Remocién de nutrientes de Chlorella sp. en agua residual
esterilizada (ARE), en 60L.

La remocién de nutrientes presenta el mismo patrdn que en los otros cultivos; removiendo
muy poco amonio y mas de la mitad del ortofosfato (Tabla 20).

Figura 18. Imagen de Chlorella sp. tomada con microscopio
Optico a 40X, correspondiente a cultivos con ARE.
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Scenedesmus quadricauda Chlorella sp.
VOLUMEN: 3L TO T10 Remocion TO T5 Remocion
Biomasa
(10°el/ml) 0.18 1.15 - 1.06 5.79 -
NH," (mg/L) 136.50 39.26 71% 29.0 20.18 30%
PO,* (mg/L) 12.60 3.64 71% 1.55 0.40 74%
VOLUMEN: 15L TO T18 Remocion TO T6 Remocion
Biomasa
(106cel/ml) 0.30 2.90 - 0.97 2.72 -
NH," (mg/L) 86.0 3.35 96% 103.75 84.85 18%
PO, (mg/L) 11.7 2.37 80% 8.69 0.25 97%
VOLUMEN: 60L TO T12 Remocion TO T10 Remocion
Biomasa

2 7.52 - 7 . -
(10%el/ml) 0.26 5 0.76 6.39

N 34.27% 63%* 0

NH,;" (mg/L) 92.25 57 33%% 70%%* 62.35 58.75 6%
PO, (mg/L) 15.70 0.21 99% 3.70 0.10 97%

*Replica 1 de ARE **Replica 2 de ARE

Tabla 21. Cuadro comparativo de la produccidn de biomasa y la eficiencia de remocién de
nutrientes (amonio y ortofosfato) de S. quadricauda y Chlorella sp. en ARE.

Como se puede observar en la Tabla 21, la mayor eficiencia de remocién se presenté en
cultivos con S. quadricauda, con mas del 50% removido en todos los casos. La remocion de
ortofosfato siempre fue eficiente con ambas especies.

UAM-Iztapalapa 34



Especialidad en Biotecnologia

7. DISCUSION

Tanto en los cultivos con ARE, como en los controles, de ambas especies, se observé que,
aunque hay una diferencia en la velocidad de crecimiento y en la concentracion celular, las
curvas de crecimiento presentan la misma tendencia, y cambios similares en sus pendientes, lo
cual refleja una variabilidad poco significativa entre las replicas de un mismo cultivo y replicas
de cultivos diferentes.

En los 3 sistemas de cultivo, 3, 15 y 60L, con las dos especies en estudio, el crecimiento celular
se caracterizo por un crecimiento lento, aunque constante. Los pardmetros que mas influyeron
en el buen desarrollo de los cultivos microalgales, y por tanto en la generacién de biomasa,
fueron: luz, temperatura, y nutrientes. La temperatura es fundamental para el crecimiento de
las microalgas, que en combinacién con la intensidad luminosa, afecta la fisiologia de la células
y por lo tanto el funcionamiento del cultivo [30].

Temperaturas muy por debajo de la dptima pueden provocar mayor sensibilidad a la luz y
provocar fotoinhibicién, deteniendo el crecimiento [25]. También, incrementos en la
temperatura propician un mayor crecimiento microalgal, hasta alcanzar una temperatura
éptima, que ronda entre 15y 25°C para la mayoria de las microalgas [53].

En este trabajo no se atribuye un efecto significativo a la temperatura, sobre crecimiento
microalgal en cultivos interiores (3 y 15L), ya que la temperatura se mantuvo en 25.0+5°C, para
3Ly 24.0+1°C, para 15L, en los cultivos de S. quadricauda; y en 25.0+3°C durante los cultivos
de Chlorella sp. Es decir, la temperatura no subié lo suficiente, por arriba del valor optimo,
como para influir en el crecimiento. Ademas, se sabe que las microalgas son mas tolerantes a
temperaturas por encima del valor 6ptimo, viéndose mas facetadas por las caidas de esta [30].
En los cultivos exteriores de S. quadricauda (60L) se detectd una variacion de temperatura
mucho mayor, entre 2 y 36°C, por lo que pudo haber un efecto sobre la tasa de crecimiento.
Sin embargo, fue en este sistema donde se obtuvo una mayor concentracién microalgal que en
cultivos de menor volumen, e incluso, en menor tiempo que estos. Lo que refleja la adaptacion
de la cepa a condiciones ambientales fluctuantes.

Durante los cultivos de Chlorella sp. la temperatura fluctud entre 15 y 38°C. Moronta et al.
(2006) reportd crecimiento de Chlorella sorokonina a 37°C aunque con una disminucidn con
respecto de su temperatura optima (30°C) [54], por lo que, al igual que en nuestro trabajo, la
temperatura seguramente limitd el maximo desarrollo de Chlorella sp. pero como es evidente,
no lo detuvo por completo.

Cabe mencionar que los cultivos exteriores se encontraban en un invernadero; este factor
proporciona proteccion a los cultivos de las bajas temperaturas (en el caso de S. quadricauda).
El uso de invernaderos para cultivar microalgas en agua residual, han reportado tener efectos
positivos en climas muchos mas adversos que los presentes en esta region, como lo son los
climas nérdicos [53].

Por otro lado, como ya se menciond, la luz constituye un factor fundamental en todo cultivo
microalgal. Representa la fuente de energia para la fotosintesis y se sabe que tiene efectos
marcados sobre el crecimiento y varios procesos metabdlicos que pueden afectar también la
composicion bioquimica [30].

La luz utilizada para los cultivos en interior (3, 15L) fue artificial. La fuente de luz empleada
fueron lamparas tubulares fluorescentes, consideradas como las preferidas para este tipo de
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cultivos (3L), con fotoperiodo 12:12. En cultivos exteriores (60L), se aprovechd la luz solar.
Estos cultivos se montaron en columnas transparentes, por lo que la incidencia de luz al cultivo
es mucho mayor. Ademads, no se presentaron dias nublados durante el tiempo que se
mantuvieron los cultivos. Por otro lado, la turbulencia que proporciona la aireacién de los
cultivos es importante no sélo para mejorar las tasas de intercambio de nutrientes y
metabolitos entre las células y el medio, sino también para aumentar las frecuencias de
luz/oscuridad, resultando en una mayor productividad y eficiencia fotosintética [55]. Sin
embargo, para entender mejor el efecto de la luz sobre la velocidad de crecimiento, se podrian
complementar, los conteos celulares, con un analisis de clorofila.

En este caso, el crecimiento pudo ser limitado por los nutrientes. Un dptimo crecimiento de los
cultivos algales ocurre cuando los nutrientes estdn en la proporcidon correcta. En una
proporcién entre nitrégeno (N) y fosforo (P), de 30:1, el P es considerado limitante, mientras
que proporciones bajas, de 5:1, el N es considerado limitante [56]. De acuerdo a las
proporciones encontradas en el agua residual, el P es raramente limitante del crecimiento
microalgal, pero el Nitrégeno podria serlo [56]. Sin embargo, en cultivos con agua residual, el
alga esta expuesta a concentraciones de nutrientes mayores a los tres érdenes de magnitud
que las encontradas en la naturaleza, el crecimiento es mayormente limitado por el carbén (C)
y la luz [57].

La fuente principal de C en los cultivos fue CO, fue suplementado a través de la inyeccion de
aire atmosférico dentro del cultivo. El CO, y el HCO; (se requiere la enzima anhidrasa
carbonica) son las formas en que la mayoria de las especies microalgales consumen el C
[56,58]. Durante los cultivos de 60L de S. quadricauda, los controles presentaron, durante los
primeros 8 dias de cultivo, un crecimiento muy lento (Fig. 12), comparado con las replicas de
ARE, que a partir del dia 2 entraron en fase exponencial (Fig. 11). Fue en el dia 8 cuando se
notd una deficiente agitacidon en los controles, por lo tanto un menor suministro de CO, al
medio, lo que se traduce en deficiencia de Cy limitacién del crecimiento. Después del ajuste,
se observé cédmo, casi de manera inmediata, S. quadricauda se recuperd y el cultivo entré en
su fase exponencial. Becker (1994) [23] y Oswald (1988) [58], sugieren un suplemento extra de
CO,, dado que la concentracion ambiental de este (0.033%) esta muy por debajo la dptima
para el crecimiento algal. Sin embargo, otros factores que intervienen en mayor o menor
medida, son la temperatura y la luz, pues evidentemente son diferentes las condiciones dentro
del laboratorio (3 y 15L) de las que podemos encontrar en el exterior (invernadero).

En cuanto al consumo de nutrientes, los resultados de remocién, obtenidos en cultivos de S.
quadricauda con ARE eran esperado ya que las aguas residuales municipales contienen, como
caracteristica especial, una gran carga de nitrogeno y fésforo, provenientes principalmente de
los desechos humanos, actividades industriales, detergentes sintéticos y productos de limpieza
[12], vy los cuales son, junto con el carbono, macronutrientes esenciales para el crecimiento
microalgal [25].

El nitrégeno, en aguas residuales, se encuentra como NH3;, NO, y NO;". Durante el proceso de
descomposicidn aerdbica el nitrédgeno de los compuestos organicos es convertido en nitréogeno
amoniacal (N-NH,"). El amoniaco en el agua puede estar bajo la forma NH; no ionizado o como
. +

ion NH, [59].

La concentracidn de nitrogeno amoniacal en el efluente y el pH estdn relacionados por la
siguiente ecuacion de equilibrio [38,60]:

NH; + H0 & NH,"+OH
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Si el pH es mayor a 7, se moveria el equilibrio hacia la izquierda, produciéndose un incremento
en la concentracién de NH," [60]. Segin Hanumantha Rao et al. (2011) [38], el pH debe ser
mayor a 9 para eso ocurra.

Las microlagas, como se menciond antes, necesitan del nitrégeno y fosforo para su
crecimiento y desarrollo. Ellas consumen el nitrégeno, preferentemente como amonio (NH,") y
nitrato (NO5) [24]; sin embargo, siempre consumiran primero el NH,", ya que la incorporacién
del NO;5 supone un gasto de energia pues debe ser reducido a NH," por la célula, mientras que
el NH," es un compuesto reducido y entra a formar parte directamente de las moléculas
organicas, incorporandose en aminodcidos [61].

Los resultados obtenidos en los cultivos de S. quadricauda con ARE muestran lo mencionado
anteriormente, pues se presentaron altos porcentaje de reduccién de NH," y PO, en los tres
volumenes de cultivo estudiados, aunque la eficiencia de remocién varidé de un sistema a otro.
Por otro lado, en cultivos de 3 y 15L el porcentaje de remocién de amonio, en 10 dias, fue de
71% y 69%, respectivamente. En 60L, la remocidn alcanzé un 63 y 70% en el dia 12, para la
réplica 1y 2, respectivamente.

La concentracidn inicial de NH," parece no haber producido una inhibicién en el desarrollo de
S. quadricada, ya que la concentracién de NH," en cultivos de 3L fue cerca de dos veces mayor
gue la presente en 15 y 60L, no obstante, en este volumen de cultivo se presentd la mayor
remocion. Un estudio sobre la tolerancia de algunas microalgas, como Chlorella sp., a
concentraciones extremas de NHs, ha sido reportada por Tam et al., (1996) [62], concluyendo
gue concentraciones entre 20 y 250mg/L no han tenido efectos importantes sobre la tasa de
crecimiento y concentracién celular.

Ademés del consumo por parte de las microalgas, la remocién de NH," puede verse favorecida
por la evaporacion al ambiente del NH; (“stripping”) como consecuencia del incremento del pH
qgue normalmente suceden en los cultivos microalgales [63]. A este respecto, Hanumantha Rao
et al., (2011) [38], considera perdidas de NH; a pH entre 7.1 y 8.15, en cultivos de C. vulgaris.
En este experimento valores de pH semejantes (7-8) fueron registrados. La intensidad de la
aireacion del medio también influye en este fendmeno [32]. Este efecto de evaporacion de
NH; y la relacién aireacidn/volumen podria explicar la diferencia observada en los porcentajes
de remocién de NH," en los tres cultivos (3, 15 y 60L), ya que la agitacién de un volumen
pequefio, produce mas turbulencia que en un volumen mayor, y posiblemente, resultar en
mayor “Srtipping” (desorcién).

Aungue los resultados obtenidos son prometedores, el porcentaje de remocién fue menor al
94% reportado por Méndez Suaza et al., (1996) [40], que cultivé S. quadricauda por 12 dias, en
agua residual cruda filtrada. Pero mayores a los reportados por Hernandez-Reyes (2010) [42],
que obtuvo remociones de 50%, o menos, en cultivos libres de C. vulgaris y Spirulina platensis,
y de 68% en un cultivo mixto que incluia, entre otras especies, Chlorella sp. y Scenedesmus sp.
Cabe anotar que al filtrar el agua elimina los sélidos suspendidos presentes en el AR y si este
proceso se quiere hacer a gran escala como una alternativa ambiental no resultaria redituable.

En el caso de Chlorella sp. la remocién de amonio no fue la esperada, registrando como
maximo, 30% de remocién en cultivos de 3L. Segln Yeoung-Sang et al., (1997) [64], el fosforo
en bajas concentraciones, actia como limitante, ralentizando la tasa de consumo de amonio.
Como se observa en la Tabla 21, todos los experimentos con Chlorella sp. iniciaron con
concentraciones bajas de fésforo, a diferencia de lo observado con S. quadricauda, y donde la
remocion de amonio fue, como ya se menciond, buena. Otro factor que pudo tener influencia,
es que las células de Chlorella sp, sedimentaron mas que las de S. quadricauda, y por lo tanto
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con menos contacto con los nutrientes. Esto, debido probablemente a que los sdlidos
suspendidos del agua residual se adhirieron a las células. Lo que no pasd tan evidentemente
con S. quadricauda, probablemente por su morfologia, pues estas células presentan unas
“espinas” que evitarian el contacto de las membrana celular con las particulas de sélidos
suspendidos.

Por otro lado esta el fésforo, este se encuentra presente como PO4 en el agua residual. Es
esencial porque interviene en la mayoria de los procesos celulares de transferencia de energia,
sintesis de dcidos nucleicos y fosfolipidos [23,30]. Es asimilado como ortofosfato inorgdnico,
preferentemente como H,P0O, o HPO,, en un proceso activo (requiere de energia) [23,25].

La remocién de PO,* por S. quadricauda, nos brindd resultados favorables. A diferencia de lo
ocurrido con el NH,', las concentraciones iniciales de PO, fueron similares en los tres
experimentos. Un dato interesante es que se observa una tendencia en la eficiencia de
remocion, inversa a la observada en la remocién de NH,", ya que el PO, se consumié mas
rdpidamente en los cultivos de mayor volumen. Los porcentajes de remociéon fueron: 3L, 71%
(dia 10); 80% (dia 10) 15L; y 60L, 99% (dia 12). En el caso de Chlorella sp. la remocién de PO,>
también fue satisfactoria, alcanzando casi el 100% en cultivos de 15 y 60L, y en mucho menor
tiempo que lo observado con S. quadricauda. Esto podria encontrar una explicacién, como en
el caso del NH,", en la agitacién, ya que ademds de ser acumulado por las células, el PO,
puede precipitar como fosfato de calcio debido al incremento del pH producido por la
actividad fotosintética [65], por lo tanto, cultivos de menor volumen, como los de 3L, cuando
se agitaron manualmente, se produjo mas turbulencia y por lo tanto, una re-suspension y
homogenizacién del PO, precipitado, a diferencia que en volimenes mayores donde el Gnico
medio de agitacion fue la aireacidn.

Tam et al (1989) [32], reportaron que el uso de indculos iniciales, mas concentrados, de
Scenedesmus sp. y Chlorella sp. ofrecen mejores eficiencias en la remocion de fésforo de aguas
residuales. En la Tabla 21, se observa la diferencia de indculos iniciales entre S. quadricauda y
Chlorella sp. Siendo mayores los de Chlorella sp.

En este caso, los resultados obtenidos son mucho mayores a los reportados por Chacén et al.,
(2006) [66], que en cultivos de agua residual esterilizada vy filtrada, obtuvieron remociones de
39.23% vy 48.68%, respectivamente, con Scenedesmus sp., y de 39.23% vy 19.11%,
respectivamente, con Chlorella sp, en cultivos de 27 dias.

Sobre la reduccién de la demanda quimica de oxigeno (DQO), se sabe que las microalgas
pueden hacerlo. La medida de la DQO es una estimacion de las materias oxidables presentes
en el agua, cualquiera que sea su origen organico o mineral (hierro, ferroso, nitritos, amoniaco,
sulfuros y cloruros) [67]. Por lo anterior, la reduccién del DQO sucede mientras el alga
consuma los nutrientes. Esto concuerda con lo sucedido en los cultivos de S. quadricauda que
permanecieron hasta la fase estacionaria, es decir, se mantuvieron por mas tiempo vy
consumieron mas nutrientes, los que redujeron la DQO. El cultivo que tuvo mayor remocion
fué el de 60L, aunque no fue el que duro mas tiempo (12 dias), fue el que mas alta
concentracién celular tuvo. El cultivo de 15L se mantuvo por 18 dias, y casi removié el 100% de
DQO. Finalmente, el cultivo de tres litros fue el de menos duracién (10 dias) y el que menos
concentracién celular tuvo, por lo que su remocidn de DQO fue la mds baja. La remocion,
entonces, es atribuible al crecimiento algal y la actividad fotosintética [68]. En cuanto a
Chlorella sp. la concentracion de DQO fue un poco mas cadtica, pues en cultivos de 3 y 60L,
lejos de reducirse, esta aumento. Wang et al., atribuyen este evento a la dualidad metabdlica
que presenta Chlorella sp., heterotrofia y autotrofia, pudiéndose activar una u otra via
dependiendo de las condiciones del medio [69]. De este modo, cuando la via autétrofa es
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activada, Chlorella sp. consume CO, como Unica fuente de carbono, excretando pequeiias
cantidades de moléculas orgdnicas, como el acido glicolico, al medio como producto de la
reduccion del carbono (ciclo de Calvin) [70] por lo que la DQO aumenta en vez de disminuir.
Otro factor que puede aumentar la DQO es la presencia de Fe™ y cloruros pues consumen
dicromato durante la oxidacién de la muestra [71].

En lo que respecta a la contaminacidn por ciliados, observada en cultivos de Chlorella sp., la
presencia de estos es normal, y hasta deseable, en aguas residuales, con cerca de 175 especies
reportadas. El papel que desempenan es el de remover las bacterias, del agua tratada, por
depredacioén [72].

Otra cuestidn con la que hemos relacionado a los ciliados, en este trabajo, es el crecimiento
irregular de Chlorella sp. en cultivos control (Fig. 13-15). Sin embargo, no es debido a una
depredacién como tal, sino a una simbiosis entre estos dos organismos, como lo han reportado
anteriormente Dolan (1992) [73], Queimalifios et al. (1999) [74], y Summerer et al. (2007) [75].
Durante este proceso simbiotico, Chlorella sp. es engullida por el ciliado y retenida dentro de
él. Sin embargo, mas del 80% de las células son digeridas y solo algunas pocas logran formar
vacuolas perialgales y sobreviven como simbiontes [76,77]. Especies de ciliados, tales como,
Ophrydium naumanni [74] y Paramesium bursaria [73,75] han sido reportadas con este
comportamiento, cuyo fin es combinar las ventajas de la nutricién heterotréfica con la
obtencidn autotréfica de energia [75].

Por lo anterior, a reserva de realizar mayores indagaciones sobre la especie del ciliado y si es
posible que presente este comportamiento, se puede asumir, que el lento crecimiento de
Chlorella sp., reflejado en las curvas de crecimiento de cultivos control (Fig. 13-15) se debe a la
puesta en marcha de esta simbiosis, donde muchas células algales fueron digeridas por los
ciliados. Recordando nuevamente que esta suposicién aun debe ser comprobada.

Ante estos resultados, se concluye que, en general, Scenedesmus quadricauda tuvo un buen
desempeio en la remocién de nutrientes del agua residual. Chlorella sp. tuvo un desempefio
excelente en la remocidn de ortofosfato, no asi en la remocién de amonio y DQO.
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8. CONCLUSIONES

e El establecimiento de cultivos de microalgas provenientes del agua residual, dié muy
buenos resultados, con un total de 15 cepas clonales.

e Las especies nativas aisladas, particularmente Scenedesmus dimorphus y Chlorella sp.
pueden ser utilizadas para experimentos de biorremediacion de aguas residuales
municipales.

e La variabilidad de la temperatura y pH, en cultivos masivos, es inherente a este tipo
de sistemas y deben ser considerados sus efectos en los resultados finales

e Scenedesmus quadricauda mostrd gran capacidad de remocion de amonio del agua
residual municipal, en volimenes de 3, 15y 60L.

e S. quadricauda se desempeiié mejor en la remocién de ortofosfato y DQO del agua
residual municipal, en volimenes de 15 y 60L.

e Las altas concentraciones de amonio no produjeron un efecto negativo significativos
en el desarrollo de S. quadricauda (136.50 mgNH,"/L).

e Chlorella sp. tuvo un mejor desempefio que S. quadricauda, en la remocién de
ortofosfato del agua residual en volimenes de 3, 15y 60L.

e Los cultivos de 60L con S. quadricauda y Chlorella sp. fueron los mejores en la
generacion de células con 7.52x10° y 6.76 x10°, respectivamente, comparado con los
otros cultivos de agua residual.

e ElusodeS. quadricauda y Chlorella sp. no provoca gran variabilidad en el pH del agua
residual municipal, manteniéndose este dentro de los rangos permitidos para
descarga de efluentes en México.

e El cultivo de 60L de S. quadricauda resulté ser la mejor opcidn para reducir los
nutrientes del agua residual municipal y generar mas biomasa, y en un tiempo corto

(12 dias).

e Los cultivos con Chlorella sp. fueron mejores para producir un mayor nimero de
células por mililitro y remover mas ortofosfato en menor tiempo que S. quadricauda.

e S. quadricauda se desempefio mejor que Chlorella sp. en la remocidn de amonio.

e Ambas especies microalgales presentaron resistencia y adaptabilidad a los cambios
ambientales extremos de temperatura e intensidad de luz.
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