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Resumen

El maiz es el cultivo mas representativo en México, debido a su alta demanda de
consumo; por lo que su produccion involucra aspectos economicos, sociales y
culturales. Uno de los principales productos elaborados con maiz es la tortilla, y
durante el proceso de elaboracion de esta y de otros productos derivados, el maiz
pasa por una fase conocida como nixtamalizacién. Durante este procedimiento el
grano de maiz se enjuaga con abundantes cantidades de agua y se produce un
agua residual conocida como agua de nejayote, el cual es considerado un alto
contaminante debido a valores altos de pH (11-12), de DBO y DQO vy elevadas
concentraciones de nutrientes. Por lo tanto, es indispensable llevar a cabo un
tratamiento de biorremediacion, que ademas de eficiente y viable sea amigable con
el medio ambiente. Uno de estos tratamientos implica el uso de microalgas y
cianobacterias, el cual es conocido como ficorremediacion. Estos microorganismos
son unicelulares o con tricomas multicelulares, eucariotas o procariotas y
fotosintéticos, altamente eficientes en la fijacién del CO2 y capaces de utilizar la
energia solar para producir biomasa. Ademas, son capaces de remover el Nitrégeno
y el Fésforo y la biomasa producida puede ser implementada para la fabricacion de
diversos bioproductos que van a depender de la especie; algunos de ellos pueden
ser biofertilizantes, biocombustibles o incluso ser utilizados en sectores como el
farmacéutico, el cosmético y alimentario. Para esta investigacion se utilizaron
cultivos de dos especies: Coelastrella sp. (Clorofita) y Limnospira maxima
(Cianobacteria), fin de evaluar y comparar el mejor crecimiento entre ambas
especies utilizando al nejayote como su medio de cultivo. Y para esto se realizaron
diluciones al 100%, 70% y 50% de nejayote y agua estéril y un indculo de 20 ml de
cada cultivo; se realizaron dos conteos celulares a la semana para monitorear el
crecimiento. Una vez seleccionada la especie por su mejor crecimiento y adaptacion
se escalo a biorreactores de 20 litros. Al finalizar los conteos celulares se determiné
que la dilucion de 50% era la que presentaba mejores resultados y se decidi6
escalar Limnospira maxima. Posteriormente se realizaron los respectivos analisis
de consumo de nutrientes, Nitritos, Amonio y Ortofosfatos, logrando porcentajes del
66%, 74% y 38%; respectivamente. De la biomasa algal obtenida se realizaron
analisis bromatolégicos de carbohidratos, proteinas y lipidos, con porcentajes de
18.72%, 8.17% y 15.14%, de esta manera se confirmé que es viable para ser
utilizada como biofertilizante. En conclusion, ambas especies se adaptaron a crecer
en este efluente en la dilucién de 50% por lo que se puede implementar un circulo
benéfico para el medio ambiente; ya que obtenemos un efluente limpio y productos
de valor agregado.



1. Introducciodn

La elaboracion de tortillas de maiz es un procedimiento utilizado en muchos paises
del mundo, como Estados Unidos, Guatemala, El Salvador y México; siendo en este
ultimo, base de la alimentacion, por lo que el maiz es el cultivo mas representativo
con alta demanda y utilizacién, por tanto, su produccion involucra aspectos
econdmicos, sociales y culturales (Krause et al., 1992).

Para el afio 2023 la cosecha nacional de este grano fue de 27.5 millones de
toneladas, segun datos de la Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural
actualmente en México, el maiz grano tiene un consumo anual per capita de 196.4
kg, el cual esta destinado para la elaboracién principalmente de tortillas
(Miramontes-Pifa, 2012; Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2023).

En México, para la elaboracion de la tortilla, el maiz pasa por un proceso
denominado nixtamalizacion, el cual es un procedimiento que consiste en calentar
los granos de maiz con agua e hidroxido de calcio y dejarlo en reposo durante varias
horas. Sin embargo, uno de los principales problemas qué se genera durante estos
procedimientos es la formacion de agua residuales denominadas “nejayote”
(Vazquez-Loépez, Jiménez-Ocampo & Moreno-Andrade, 2023).

Una vez finalizado este procedimiento se obtienen residuos que contienen
pericarpio de maiz, ademas de diversos nutrientes como arabinoxilanos, almidén,
dextrinas, proteinas y iones de calcio. También se han encontrado compuestos
fendlicos antioxidantes como los acidos ferulico y cumarico. Lo mas alarmante de
todo es que estos componentes son descargados a los ecosistemas acuaticos y
tienen como consecuencias el agotamiento del oxigeno disuelto resultando en un
impacto ambiental importante para el medio ambiente (Santiago-Ramos et al.,
2018).

Estas representan un importante contaminante para el medio ambiente; ya que
alcanzan temperaturas entre 40 a 70 grados centigrados, una alta demanda
biolégica de oxigeno (2692-7875 mg O2/L), una alta demanda quimica de oxigeno
(10200-22000 mg O2/L), e importantes cantidades de nutrientes como el Nitrégeno
y el Fésforo. Otra problematica que se genera con las descargas de estas aguas
contaminadas es que contienen una gran carga de solidos y de materia organica
suspendida y disuelta, lo que propicia la obstruccion de las alcantarillas y el drenaje,
asi como presentar un alto contenido de sales de calcio y un pH muy basico, es
decir arriba de 11, que repercute en el desgaste de las tuberias (Krause et al., 1992;
Santiago-Ramos et al., 2018).

Debido a este impacto es importante desarrollar estrategias para lograr el correcto
tratamiento de estos efluentes; ya que sus residuos no han seguido los mecanismos
de limpieza mas apropiados para erradicar el problema. Sobre todo, en tortillerias
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locales o pequenas que realizan este proceso de manera cotidiana y vierten el
nejayote en el drenaje sin ningun tratamiento. La limpieza o depuracion de aguas
residuales es cada vez de mayor importancia debido al aumento de la poblacion y
al crecimiento de las industrias en todos los paises del mundo, al mismo tiempo las
exigencias de las normativas de depuracion de aguas residuales son cada vez mas
rigurosas. Por lo que, es necesario crear nuevas técnicas de depuracion que no solo
sean mas eficientes sino también mas sostenibles y limpias. Aunque existen
diversas tecnologias que pueden ser aplicadas para el tratado del nejayote, como
son los procedimientos fisicos, quimicos y/o biolégicos, pocas veces se ocupan
(Jacome et al., 2021).

En el caso de tratamiento bioldgico, existe una alternativa; la cual es conocida como
ficorremediacion, que consiste basicamente en lograr la remocién de nutrientes y
metales pesados a manera de tratamiento secundario con el uso de microalgas y
cianobacterias. Este tipo de tecnologia tiene importantes ventajas como son el bajo
costo de implementacion en comparacion con métodos convencionales que ademas
requieren una infraestructura de mayor valor, otra gran ventaja y potencial que
tienen se debe a sus multiples aplicaciones que aun se estan desarrollando y por lo
tanto representan un importante llamativo en la investigacion, como en niveles
comerciales (Munoz, 2008; Dominguez-Gémez et al., 2020).

Los microorganismos fotosintéticos representan un importante atractivo para la
produccion de biomasa susceptible que puede ser convertida en combustibles,
como metanol, etanol, biodiésel, ademas de otros bioproductos de amplia utilizacién
en sectores como el farmacéutico y el cosmético; finalmente también pueden ser
utilizados en la produccion y fabricacion de biofertilizantes. Esta es una tecnologia
que haido pasando desde etapas de experimentacién a formar parte de alternativas
altamente eficientes y que es necesario seguir implementando para la remediacion
de los cuerpos acuaticos (Gualan & Medina., 2020; Medina et al., 2012).



2. Marco Tedrico

2.1 Elmaiz

El origen del maiz se dio en la regién central de México, esto fue mediante la fusion
de plantas que tenian la capacidad de crecer en forma silvestre, como fueron el
teocintle o el teosinte. Pertenece a la familia de las Poaceas o Gramineas y es
considerado uno de los granos alimenticios mas antiguos que se conocen, ademas
de ser una planta domesticada y considerada altamente productiva que no crece en
forma salvaje y por lo tanto es completamente dependiente de los cuidados que el
hombre le puede dar (Agencia de servicios a la Comercializacién y Desarrollo de
Mercados Agropecuarios, 2018).

Se considera que el maiz fue cultivado hace aproximadamente 10 mil afios a.C. y
la evidencia mas antigua que se tiene es de hace 6250 anos, la cual fue encontrada
en la cueva de Guila Naquitz, en Oaxaca a unos kilémetros de Mitla. EI nombre
cientifico del maiz es Zea mays. Para el caso de los nahuas que habitaban en
Mesoamérica lo llamaban “Centli” y durante su propagacién por el resto del
continente americano fue adquiriendo diversos nombres entre los que se
encuentran, choclo, jojoto, corn, milho o elote y finalmente con la llegada de los
espanoles adopté el nombre de maiz (Golik et al., 2018).

Se cree que en México se encuentra la mayor diversidad de variedades de maiz,
como son; el blanco, azul, gordo, dulce, chiquito, bofo, vendefio, conejo, dulcillo del
noroeste, chapalote y amarillo son algunas de las mas de 60 variedades de maices
que forman parte de la alimentacion diaria de los habitantes de México (ASCDMA,
2018).

El maiz es uno de los pocos cultivos que pueden sembrarse en una gran variedad
de climas, suelos, latitudes y altitudes. Este es un cultivo que tiene usos muy
variados ya que puede ser utilizado tanto en el area de alimentos como en el
industrial. Es considerado la mayor fuente de almidon en el mundo; ya que este
almidén puede ser fermentado en alcohol, como el etanol como combustible
(Department of Health and Ageing Office of the Gene Technology Regulator, 2008).

En México este cultivo es parte importante de la dieta de millones de mexicanos,
debido a que es un producto que se ha consumido desde tiempos ancestrales y
representd un importante factor para el asentamiento y desarrollo de las primeras
culturas mesoamericanas; entre los que se incluyen a los aztecas, olmecas, mayas
entre otros. Dentro de los cereales, el maiz ocupa el segundo lugar en cuanto a
superficie sembrada siendo el trigo el que ocupa el primer lugar; sin embargo, el
maiz posee el primer lugar en cuanto a la produccion de grano entre todos los
cereales cultivados (Paliwal, 2001; Miramontes-Pifia, 2012; SADER, 2023).
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Anualmente en México se siembran alrededor de 7 millones de hectareas de maiz,
para grano, con una produccion promedio que oscila los 22,360 millones de
toneladas anuales. En los ultimos 30 afos se ha podido apreciar un importante
incremento en el rendimiento nacional de 1.83 toneladas por hectarea en 1980 a
3.25 toneladas por hectarea en 2022; lo que representa un incremento del 78 al
110%, y dicho logro se ha debido principalmente al incremento en la superficie de
siembra en el estado de Sinaloa, a la introducciéon de materiales con mayor potencial
y tecnologia y a un manejo mas eficiente del cultivo en el territorio mexicano
(SAGARPA, 2017; Miramontes-Pifa, 2012; SADER 2023). La informacién
correspondiente se muestra en la Tabla 2.

Otros tipos de maiz, como el forrajero verde, aunque representan una menor
superficie (596 mil hectareas), destacan por su elevado rendimiento, alcanzando
28.9 toneladas por hectarea, destinado principalmente a la alimentacién animal. En
menor proporcion se cultivan variedades como el pozolero, el palomero, el maiz de
color y el maiz azul, los cuales en conjunto aportan menos del 1 % de la produccién
nacional (SIACON, 2022).

La composicion del grano de maiz duro se encuentra conformado entre 80 y 85%
de endospermo, un 10 a 12% de germen (embrién), un 2 a 3% de aleurona
(estructura que une al grano con la espiga) y un 5 a 6% de pericarpio (cascara) a
continuacion se muestra la composicién completa del grano de maiz, la cual se
muestra en la Tabla 1 (FAO., 2010 & FAO., 2018).

Tabla 1: Composicion del maiz (FAO, 2015)

Componente quimico Endospermo Germen Pericarpio Tota (%)
(%) (%) (%)
Proteinas 8.0 18.4 3.7 30.1
Extracto etéreo (grasa 0.8 33.2 1.0 35
cruda)
Fibra cruda (Hemicelulosa, 2.7 8.8 86.7 98.2
Celulosa, Lignina)
Cenizas 0.3 10.5 0.8 11.6
Almidoén 87.6 8.3 7.3 103.2
AzUcar 0.62 10.8 0.34 11.76

Para el afio 2023 la cosecha nacional de este grano fue de 27.5 millones de
toneladas, segun datos de la Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural
actualmente en México el maiz grano tiene un consumo anual per capita de 196.4
kg, el cual esta destinado para la elaboracion principalmente de tortillas
(Miramontes-Pina, 2012; SADER, 2023).
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Tabla 2: Superficie de siembra y produccion de diferentes tipos de maiz en México en 2021 (SIACON, 2022)

Tipo de maiz Superficie Produccién Rendimiento
Ha Toneladas Ton/Ha
Amarillo 514,445 3,147,058 6.11
Blanco 6,579,366 24,235,821 3.69
Pozolero 7,197 25,646 3.56
Palomero 223 596 2.677
Forrajero (verde) 596,563 17,250,123 28.915
De color 32,053 83,072 2.59
Maiz azul 6,560 11,879 1.81
Total 7,742,728 44,193,453

2.2 Agua de nixtamal

El proceso de nixtamalizacion es una técnica que fue desarrollada por los antiguos
pueblos indigenas de América especialmente los productores de maiz, esta forma
tradicional era llevada a cabo mediante la utilizacién de ceniza que era producto del
residuo de la combustion de la madera de la cual se requeria ocupar un 20 a 25%.
Esta se acondicion6 con agua a temperatura de ebullicion y se dejaba reposar de
40 a 50 minutos, posteriormente pasaban entre 12 y 14 horas para finalmente
realizar el lavado y secado. El residuo de la combustion de la madera contiene 6xido
de calcio y por lo tanto este proceso de nixtamalizacion estaba en funcion de la
calidad de madera (Gutiérrez-Lopez et al., 2011 & Guevara-Pérez, 2015).

Actualmente se utiliza para un nivel industrial (OH)2Ca concentraciones que oscilan
entre el 1y el 4%, estas menores concentraciones ocasionan que el grano no se
hidrate lo suficiente y por lo tanto el sabor es deficiente, quedando con propiedades
funcionales escasas; en cambio, concentraciones mayores hacen que el grano se
torne de color rojo y no logre una suavidad adecuada aun con mayores tiempos de
cocimiento (Medina et al., 2009).

El procedimiento actual consiste en: calentar el maiz en agua (entre 125y 160 L por
cada 50 kg de maiz) con cal (0.1-5.0%) esto a una temperatura de 80°C (por un
tiempo de 3 horas aproximadamente), posteriormente se reposa el licor resultante
durante 12 a 24 horas para continuar al lavado de licor reposado con agua en
proporcién 1 a 3 (3 L de agua por kg de maiz) y después se deja escurrir el exceso
de agua (Medina et al., 2009; Rosentrater, 2006).

El producto que se obtiene se conoce como nixtamal el cual es utilizado para la
elaboraciéon de diversos productos de masa o harina como pueden ser tortillas,
panes, tostadas, entre otros y una vez que termina el proceso de nixtamalizacién
del maiz se obtienen unas aguas residuales qué como ya se menciond son
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conocidas como “Nejayote”. Estas aguas se encuentran compuestas por un 92 a
94% de agua y un 6 a un 8% de residuos de maiz, entre los que destacan partes
del pericarpio, endospermo, germen, carotenoides (pigmentos que son los
responsables del color amarillento del nejayote) y calcio (Velazco et al.,1997; Argun,
2017). Asi mismo, encontramos hemicelulosa, celulosa, almidon, lignina y diversas
sales de acido trans-ferulico, cumarico, protocatecuico, entre otros (Pedroza et al.,
1987 & Guevara-Pérez, 2012). La informacion correspondiente se muestra en la
Tabla 3y 4.

Este efluente corresponde a un 15% de las descargas sin tratamiento de aguas
residuales municipales en México; por lo tanto, representa un importante medio de
contaminacion para los acuiferos receptores, ya que aunque la Norma Oficial
Mexicana NOM-002-ECOL-1996 establece los limites maximos permisibles de
contaminantes en descargas de agua residuales a los respectivos cuerpos de agua
de alcantarillado, urbano o municipal no deben ser vertidos sin un previo
tratamiento, estas descargas no estan siendo reguladas ni responden a lo
establecido en las normas (Rios-Maravilla, 2020).

Tabla 3: Composicion del nejayote.
(Rosentrater, 2006; Guevara-Pérez, 2012).

Propiedad Compuesto % base seca
Nutricional Proteina saludable 4.76-4.90
Grasa 0.74-5.76
Carbohidratos 71.93-75.41
Almidén 2.57-32.0
Polisacaridos no amilaceos 49.8-79.1
Fibra cruda 19.29-22.77
Lignina 0.36-0.67
Extracto libre de nitrégeno 52.45-55.67
Proteina 0.81-7.42
Grasa 0.49-5.76
Cenizas 1.09-12.66
Calcio 4.68-13.13
Fisicas Densidad 1030.85-1047.32 kg/m?
Limite de elasticidad 1440.04-1618.08 N/m?
Contenido de humedad 88.15-89.29
Actividad de agua 0.99-1.00
pH 11.5-11.6
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Tabla 4: Caracteristicas fisicoquimicas del nejayote

Caracteristicas Valores reportados
DQO (mg O2/L) 13,650.0 a 40,058.1
ST (mg/L) 13,310.0
DBOs (mgO2/L) 7,875.0 a 14,218.7
AT (mgCaCO3/L) 3,260.0
Fosforo (mg/L) 27
N-Kjeldah (mg/L) 118

DQO; Demanda Quimica de Oxigeno, SST; Sélidos Suspendidos Totales, DBO; Demanda Bioquimica de Oxigeno,
AT; Alcalinidad Total; b.s., Base Seca. (Canul, 2016).

De acuerdo con el Diario Oficial de la Federacion, existe un programa sectorial de
medio ambiente y recursos naturales; el cual es de gran importancia, ya que tiene
como objetivo principal lograr promover un entorno libre y sano de contaminacion
tanto de agua, aire y suelo, con la finalidad de contribuir al ejercicio pleno del
derecho a un medio ambiente sano para todas y todos (SAGARPA, 2017).

Esto es muy importante, debido a que como sabemos en la actualidad hay un
considerable deterioro en la calidad de las aguas superficiales y todo esto es
consecuencia de los vertidos de aguas de diferentes fuentes como son: residuales
domésticas, industriales y agricolas; y al no tener una correcta regulacion nuestros
ecosistemas naturales y su biodiversidad siguen siendo afectados dia con dia.

Los usos que se le han podido otorgar al nejayote van encaminados principalmente
a la recuperacién de componentes de alto valor agregado, como posible fuente de
enriquecimiento para alimentos funcionales e incluso se pueden llevar a cabo
mecanismos para utilizarlo como medio de cultivo para crecimiento de bacterias, o
algas, estas ultimas representan una importante alternativa para la producciéon de
diversos bioproductos (Salmerdn et al., 2003; Acosta-Estrada et al., 2014).
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Tabla 5: pardmetros contaminantes del nejayote vs sus valores maximos permisibles. Datos tomados de las
NOM-001-ECOL-1996, NOM-002-ECOL-1996

Parametro Valores maximos por normatividad Valores en nejayote
pH 5-10 10.5-11.6
Solidos suspendidos (mg/L) 60 5000-35000
Demanda bioquimica de oxigeno (mgO2/ml) 60 190-7875

2.3 Tratamientos de aguas residuales

Podemos definir a las aguas residuales como resultado de la composicion variada
proveniente de distintas descargas de usos que pueden ser: publicas, urbanas,
domésticas industriales, comerciales, de servicios, agricolas, pecuarios, de plantas
de tratamiento y de cualquier otro uso en general, asi como la mezcla entre ellas
(Comision Nacional del Agua, 2011).

Los componentes de las aguas residuales pueden ser fisicos, quimicos y bioldgicos;
dentro de los fisicos encontramos el color, el olor, los sélidos y la temperatura. Los
quimicos se clasifican en organicos e inorganicos y los biolégicos en donde los mas
habituales en las aguas residuales son los animales y plantas (Martinez., 1984) &
Collazos, 2008).

Las tecnologias de remediacién se agrupan en funcion de sus caracteristicas de
operacion o finalidad segun los siguientes criterios: objetivos de la remediacion,
lugar en que se aplica el proceso de remediacién y tipo de tratamiento utilizado. De
acuerdo con la funcién de los objetivos se distinguen las técnicas de contencion que
tienen principalmente la funcién de aislar el contaminante en el medio, pero sin
actuar sobre él, por otra parte, las técnicas en confinamiento actuan mediante la
alteracién de las condiciones fisicoquimicas del medio y posteriormente reducir la
movilidad del contaminante. Finalmente, las técnicas de descontaminacién estan
principalmente enfocadas en la disminucién o eliminacion de la concentracion de
contaminantes que se encuentran presentes en el medio (Ogbonna et al., 2000 &
Fundacién Chile CORFO, 2011).

Otra manera de clasificar estas tecnologias de remediacion (es de acuerdo con el
lugar de aplicacion, para este caso tenemos tratamientos in situ los cuales van a
estar presentes cuando los procedimientos de remediacion se realizan directamente
en el sitio contaminado o bien existen los tratamientos ex situ, los cuales van a
requerir la extraccion del medio contaminado para su tratamiento posterior ya sea
en el mismo lugar o en instalaciones externas (Lazcano, 2016).

Finalmente, de acuerdo al tipo de tratamiento que es aplicado por estas tecnologias
se clasifican en tratamientos fisicoquimicos (Diagrama 1); os cuales logran la
destruccion separacion y obtencion de contaminantes para posteriormente
aprovechar las propiedades fisicas y quimicas de los contaminantes o del medio,
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los tratamientos térmicos los cuales utilizan altas temperaturas para volatilizar,
descomponer o fundir los contaminantes y finalmente los tratamientos biolégicos
que estan principalmente enfocados en la degradacion, transformacién y remocién
de contaminantes mediante la actividad metabdlica natural de ciertos organismos
(Fundacién Chile CORFO, 2011; Lazcano, 2016).

Segun lugar de | In Situ

aplicacion

Ex Situ

Descontaminacion

Clasificacion de
tecnologias de — | Segun objetivo
remediacion

Contencién

Confinamiento

Bioldgico

Segun tipo de

. Fisicoquimico
tratamiento a

J U U

Térmico

Diagrama 1: Clasificacion de tecnologias de remediacion (Fuente: propia)

2.3.1 Tratamientos fisicoquimicos

Los tratamientos fisicoquimicos aprovechan las propiedades fisicas y quimicas de
los contaminantes o del medio contaminado para realizar tanto la destruccion,
separacion o contencion de la contaminacion. Algunas caracteristicas de este tipo
de tratamientos es la efectividad respecto a sus costos, ademas de que pueden
concluirse en periodos cortos; sin embargo, algunas de las desventajas que
presentan son los costos que pueden incrementarse cuando se utilicen técnicas de
separacion donde los contaminantes requieran algun tratamiento o disposicion final.
Este tipo de técnicas se realizan in situ o ex situ (Fundacion Chile CORFO, 2011).
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2.3.2 Tratamientos térmicos

Los tratamientos térmicos incluyen la destruccion, separacion y/o inmovilizacion de
los contaminantes presentes en el medio. Las tecnologias térmicas de separacion
producen vapores que requieren de tratamiento; las destructivas producen residuos
soélidos y en ocasiones residuos liquidos que requieren de tratamiento o disposicidon
final. Estos mecanismos térmicos ofrecen tiempos rapidos de limpieza, pero son
generalmente de alto costo debido a los costos propios en demanda de energia y
equipos especificos. La mayoria de estos procedimientos se aplican in situ y ex situ
(CORFO, 2011).

2.3.3 Tratamientos bioldgicos

Los tratamientos bioldgicos o de biorremediacién utilizan organismos vivos (como
plantas, hongos, bacterias, algas) para la degradacion, transformacion o remocion
de compuestos organicos toxicos, dependiendo de las actividades catabodlicas de
los organismos y de su capacidad natural para utilizar los contaminantes como
fuente de alimento y energia (Cornejo, 2017; lIzquierdo, 2013).

Las tecnologias de biorremediacion emplean organismos propios del sitio
contaminado (nativos) o de otros sitios (exdgenos), y pueden realizarse in situ o ex
situ, en condiciones aerobias o anaerobias, bajo distintos rangos de temperatura,
pH, salinidad y concentracion de nutrientes, asi como en sistemas abiertos o
cerrados, en presencia o ausencia de luz, dependiendo del tipo de contaminante y
del organismo utilizado. Estas condiciones caracteristicas influyen directamente en
la eficiencia del proceso y en la adaptabilidad de los microorganismos a los
ambientes contaminados. (Ulloa, 2018; Vidali, 2001).

Uno de estos métodos biologicos es el uso de las microalgas, las cuales son
microorganismos unicelulares, eucariotas y fotosintéticos, altamente eficientes en la
fijacion del COz y utilizacion de la energia solar para producir biomasa. Ademas,
estos organismos son capaces de remover el Nitrégeno y el Fosforo durante su
crecimiento. Existen diversos géneros con los que se ha trabajado y se han obtenido
resultados alentadores, como es el caso de Chlorella vulgaris, Scenedesmus sp.,
Coelastrella sp., y Limnospira maxima (Guzman-Burneo & Gonzalez 2016; Garzén
et al., 2017; Abdel-Raouf et al., 2012; Contreras-Flores et al., 2003; Romo, 2002;
Lomas, 2017).
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2.4 Contaminantes presentes en aguas residuales

El agua es un recurso natural que actualmente se encuentra en estado critico, esta
es indispensable para lograr la vida humana y el correcto sostenimiento del medio
ambiente; sin embargo, se ha visto afectada como consecuencia del rapido
desarrollo humano y econdmico y del mal uso y la mala regulacién que se le ha
brindado y que dia a dia se ve manifestado en diversos cambios que sufre el planeta
como el cambio climatico (SEMARNAT, 2007).

Durante afios toneladas de sustancias biologicamente activas, quimicas o
sintetizadas para su uso en la agricultura, en la industria y en la medicina, han sido
vertidas inconscientemente al medio ambiente sin tener presente la cantidad de
problematicas que se generan al ciclo del agua. Desafortunadamente las medidas
legislativas que se han adoptado no han sido suficientes para evitar la
contaminacion del recurso y esto se ve reflejado en nuestro dia a dia (Barcel6 D &
Lopez M.J, 2007; NOM-001-ECOL-1996: NOM-002-ECOL-1996; Warwick et al.,
2013).

El hombre ha modificado el ciclo del agua al afadir elementos no deseables y
téxicos para bienes comunes contribuyendo a la contaminacién justo en el momento
de insertar estas sustancias nocivas que alteran la calidad del recurso. De acuerdo
con el ciclo del agua las principales vias de entrada de contaminantes en el medio
ambiente son las aguas residuales, en donde encontramos las urbanas, industriales
y las de origen agricola o ganadero. La coexistencia de una u otra depende en gran
medida del tipo de contaminacion y del nivel de depuracion que experimenten
(Salgado-Bernal, et al., 2012; Warwick et al., 2013).

Los efectos que trae la contaminacion quimica del agua son multiples entre los que
encontramos la accién téxica y cancerigena, reduccion de las posibilidades de su
uso industrial y agropecuario, limitacion del uso del agua con fines recreativos y la
incidencia sobre la produccién de alimentos (SEMARNAT, 2007).

Los contaminantes que se encuentran presentes en los cuerpos acuaticos son
originados de dos maneras principales; origen puntual o bien pueden provenir de
areas mas amplias y no confinadas en donde estos contaminantes ingresan a través
de un cuerpo receptor, como son los lagos, esteros, rios, mares, y que contienen,
ademas importantes cantidades de desechos de animales, fertilizantes quimicos,
insecticidas, pesticidas y fungicidas (Rehman, 2011; Liu, 2023).

2.4.1 Nitratos y Nitritos

Son compuestos solubles que estan conformados molecularmente por nitrégeno y
oxigeno. En el medio ambiente el nitrito (NO2") generalmente se convierte a nitrato
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(NOs3") facilmente, esto quiere decir que el nitrito raramente se encuentra presente
en aguas subterraneas; el nitrato es indispensable para lograr el crecimiento de las
plantas por tal motivo su uso principal es como fertilizante y puede ser producido en
grandes cantidades industrialmente (Fu et al., 2022).

Existen dos tipos de fuentes de contaminacion de las aguas por compuestos
nitrogenados: la contaminacidén puntual y la dispersa. La puntual se encuentra
asociada a actividades de origen industrial, ganadero o urbano (residuos
industriales, aguas residuales urbanas), mientras que la dispersa se refiere a la
contaminacion ocasionada por la actividad agrondmica. La principal via de acceso
del nitrégeno a los cuerpos de agua es a través de las aguas residuales industriales
0 municipales, principalmente por las descargas de corrales ganaderos residuos
animales o bien por las descargas de la emisidon de gases de vehiculos (Bolafos-
Alfaro et al., 2017; Fenech et al., 2012; Aguilar, 2022).

2.4.2 Fosfatos

Los fosfatos (POs), son compuestos formados a partir del fésforo inorganico que
existe como mineral y contribuye significativamente en el ciclo de este elemento. En
el medio ambiente se encuentra en solucion como particulas, fragmentos sueltos o
como parte de los cuerpos de los organismos acuaticos. El agua de lluvia contiene
distintas cantidades de estos compuestos que se filtran de los suelos agricolas a los
cursos de agua proximos (Bolafos-Alfaro et al., 2017).

El fosfato se utiliza como un nutriente para el crecimiento de algas; por lo tanto,
significa que, al existir mayor concentracion de este nutriente en el agua, estas
crecen de manera desmedida y esto afecta la cantidad de oxigeno presente en el
agua, lo que conlleva a la formacién del proceso de eutrofizacion (Bolafios-Alfaro et
al., 2017; Jucherski et al., 2022; Aguilar, 2022).

2.4.3 Sulfatos

Los sulfatos (SO4%), se encuentran muy abundantes en la naturaleza y la presencia
que tienen en el agua varian en centenas de miligramos por litro. Se ha reportado
que la explotacion de pirita en minas ha tenido como resultado el incremento del ion
sulfato en agua, debido principalmente a los procesos de oxidacion que sufre este
mineral durante su extraccién en los drenajes (Bolafos-Alfaro et al., 2017; Aguilar,
2022).

Los porcentajes de sulfato en agua de lluvia y agua superficial estan directamente
proporcionados con las emisiones de didxido de azufre que son ocasionados por la
actividad humana, donde su principal fuente, proveniente de motores se utiliza como
combustible diésel. La afectacién que tiene en el ser humano radica principalmente
con el efecto laxante que se origina al ingerir una alta concentraciéon de sulfato de
sodio y sulfato de magnesio. Ademas en concentraciones altas, los sulfatos
favorecen la corrosion de los metales y cambian el sabor del agua lo que también

19



incrementa las concentraciones de plomo disuelto provenientes de las tuberias de
plomo (Hudaib, 2021; Mthembu et al., 2021).

2.5 Las microalgas y la Ficorremediacion

Las cianobacterias son los primeros microorganismos fotosintéticos que se conocen
y estas fueron derivadas posiblemente de bacterias sulfurosas. Estas vivian
principalmente en los efluentes de los suelos, tanto calientes como acidos de todo
el mundo. Se tienen registros fésiles de organismos similares a las cianobacterias
con una antigledad de aproximadamente tres millones de afnos Estos
microorganismos fueron responsables del cambio en la composicién de la atmdsfera
primitiva, hace aproximadamente 3500 millones de afios. Esto lo lograron gracias a
que elevaron el nivel de oxigeno en la atmdsfera; lo que ha permitido el desarrollo
de la vida tal como la conocemos hoy en dia (Medina et al., 2012).

La primera microalga aislada y mantenida en condiciones axénicas fue Chlorella
vulgaris, en 1890. Aunque no fue sino hasta la década de 1940 cuando se iniciaron
los estudios enfocados en la fisiologia y bioquimica de estos microorganismos. El
alga fue descubierta por el botanico y fitopatélogo holandés Martinus Willem
Beijerinck con el estudio de algas verdes y el tamafo de la microalga posee un
diametro de forma circular, que oscila entre 2 y 10 ym (Guiry & Guiry, 2016)

Se tienen registros del uso de microorganismos como alimento para el hombre
durante el siglo XVI, esto cuando los pueblos aztecas recolectaban masas de algas,
en el lago de Texcoco, donde el uso principal que se le daba era como alimento. En
1977 se establecido una planta comercial de espirulina (Limnospira maxima) en
Tailandia. Para los afios 1980°s se reportaron cerca de 46 fabricas a gran escala en
Asia; que producian mas de 1000 kg de biomasa algal por mes, principalmente de
Chilorella (Abdulqader et al., 2000; Graham & Wilcox, 2000; Guzman, 2016).

Los primeros trabajos reportados con microalgas tenian un uso potencial en la
produccion de alimentos, posteriormente se empezaron a utilizar estos organismos
como parte del tratamiento de aguas residuales de origen doméstico, industrial o
municipal, pero conservando su proposito original que era la produccion alimenticia.
Asi mismo en los ultimos afnos se ha trabajado con este recurso como productoras
primarias de biomasa para la fabricaciéon principalmente de biocombustibles y
biofertilizantes (Graham et al., 2000; Muller-Feuga, 2000).

Las microalgas son de vital importancia en procesos de remediacién para tratar una
amplia gama de desechos toxicos, ya que logran utilizar los residuos como fuente
de nutricion y posteriormente degradar enzimaticamente los contaminantes como el
fésforo y el nitrégeno (Tilman et al., 2011; Harun et al., 2010).

La ficorremediacion es conocida como el proceso de emplear microalgas para
mejorar la calidad del agua, ya que estos microorganismos fijan el didxido de
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carbono mediante la realizacion de la fotosintesis y posteriormente eliminar el
exceso de nutrientes de manera efectiva y a un minimo costo. Ademas, el oxigeno
que es producido fotosintéticamente puede llegar a disminuir la demanda biolédgica
de oxigeno en las aguas residuales. Otras caracteristicas que presentan estos
organismos es que convierten contaminantes en compuestos de alto valor agregado
al aumentar su biomasa en corto tiempo, algunos de los bioproductos que pueden
ser fabricados son el biodiesel o biofertilizantes (Mulumba & Farag, 2012;
Dominguez et al., 2020).

Una caracteristica muy particular de las microalgas es el de su pared celular, la cual
se encuentra rodeada por iones de carga negativa que se encuentran con los grupos
hidroxilos o grupos carboxilos, para de esta manera atraer metales que tengan
carga positiva y asi unir su pared celular. Esta union puede darse por diversos
procedimientos como son la absorcién, la quelacién y la bioacumulacion; a su vez,
la mayoria de las aguas residuales se encuentran cargadas por una gran variedad
de nutrientes, como son el nitrégeno, azufre, potasio, fésforo y carbono (Ray et al.,
2019).

Las microalgas son de vital importancia en procesos de remediacion para tratar una
amplia gama de desechos toxicos, ya que utilizan los residuos como fuente de
nutricion y posteriormente degradan enzimaticamente los contaminantes como el
fésforo y el nitrogeno (Dominguez et al., 2020; Harun et al., 2010).
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Imagen 1: Estructura de una microalga. Recuperado de Microalgae as an alternative to oil crops for edible
oils and animal feed”, por Fawcett et al., (2022).
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2.5.1 Estudios previos realizados con microalgas

Debido al potencial de usos y aplicaciones de estos microorganismos, en los
ultimos anos se han realizado estudios especializados sobre su potencial
biorremediador y de las aplicaciones de su biomasa. Entre los trabajos destaca el
estudio de Soeder en 1980, donde se realizé un tratamiento de desechos liquidos
con sistemas de algas y bacterias, destacando el uso de la biomasa producida
para alimento de animales.

Oron et al., (1981) estudiaron la dinamica de algas en estanques que eran
utilizados para tratar aguas de origen residual. Como parte del procedimiento se
tomaron muestras de efluentes de los estanques y posteriormente se identificaron
y midieron las especies de algas de forma continua, utilizando métodos
convencionales de analisis fitoplanctdnicos. Estos métodos incluyeron la
preservacion de muestras (por ejemplo, con Lugol o formaldehido),
concentracion/decantacion en camaras de sedimentacion y el analisis por
microscopia para identificacion y recuento. Los autores identificaron dos especies
de algas observaron cambios externos que fueron un reflejo de los periodos
controlados de carga organica y las condiciones bajo las cuales se oper6 el
estanque, como la temperatura del ambiente y la profundidad del estanque.

Saxena et al., en 1983 publicaron un estudio relacionado a cultivos de espirulina
en aguas residuales para alimentacion avicola, donde utilizaron la especie
Limnospira platensis (Spirulina) en un sistema de reciclaje integrado. Los autores
cultivaron el alga en una unidad de produccién piloto al aire libre de disefio
autéctono y los métodos de recoleccion y procesamiento se basaron en la filtracidon
simple y el secado al sol. Como resultado de los extensos experimentos de
laboratorio y de campo realizados, los autores lograron cultivos puros de espirulina
africana.

Aly et al., (1984) abordaron la microalga Scenedesmus en bioensayos de toxicidad
donde utilizaron un cultivo continuo con respecto a dos herbicidas y evaluaron el
efecto de dosis sobre el crecimiento, absorcion y acumulacion en el alga. Los
resultados indicaron que los patrones de crecimiento exhibidos por Scenedesmus
reflejaron la capacidad del alga para superar los efectos inhibitorios de los
herbicidas.

Kaya et al., (1995) concluyeron que la inmovilizacion constituye una de las mejores
técnicas para separar fisicamente las células de microalgas de su medio de
cultivo. El estudio fue realizado con el género Scenedesmus bicellularis en un
tratamiento terciario, y los resultados probaron la capacidad de las microalgas
inmovilizadas para eliminar nitrégeno y fésforo de un efluente de aguas
municipales.

Ryu et al., (2014), probaron el efecto de la dilucién de aguas residuales en el
crecimiento de Chlorella vulgaris en varios tipos de aguas: residuales filtradas y
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esterilizadas, residuales esterilizadas y residuales sin tratar. Los resultados
indicaron que el crecimiento fue mayor en las aguas no tratadas, lo que sugiere
que ciertos componentes, como las bacterias, promueven el crecimiento de
microalgas. Se concluyé ademas que puede ser factible utilizar la biomasa de C.
vulgaris cultivada, para biorremediacion y produccion de biodiesel
simultaneamente. Los estudios descritos evidencian la versatilidad de las
microalgas en el tratamiento de aguas residuales. A continuacion, en la Tabla 6,
se presentan otros trabajos que han empleado diferentes especies microalgales
para la biorremediacion, destacando los resultados obtenidos de remocion.

Tabla 6: Trabajos del uso de microalgas para biorremediacién (Fuente propia)

Autor Microalga NHsmg/L % de POsmg/L % de
remocion remocion

Bashan y Bashan Chlorella vulgaris co- 15 (100%) 3.5 (98%)

(2003) inmovilizada con A. brasilence
Vargas et al., (2004) Cianobacterias 11-17 (364) | -
Clorofita
Chacon et al., (2006) Chlorella sp. 30.1 (44%) 7.5 (48%)
Scenedesmus sp.

Shi et al., (2007) C. vulgaris 'y S. rubescens 2.5 (94-96%) 3-4(88 y 90%)
Zhang et al., (2008) Scenedesmus sp. 99% 100%
Hernandez-Reyes et Chlorella vulgaris* 10 (74%) 5 (50%)

al., (2012) 25(68%) 10 (76%)

Ruiz et al., (2013) Tetradesmus obliquus 2492%) | -

Sale y Matamoros Chlorella sp. 35(90%) 0.8(97)
(2016) Nitzschia acicularis
Muitaba et al., (2017) C. vulgarus co-inmovilizada con 50(85%) 10(64%)
P. putrida
Rodriguez-Palacio et Coelastrella sp. - 73%
al., 2022
Rodriguez-Palacio et Chlorella 75% 80%
al., 2022

2.5.2 Condiciones de cultivos de microalgas

Para que las microalgas tengan un crecimiento adecuado en cultivo es necesario
mantener condiciones idoneas de luz, temperatura, didxido de carbono, nutrientes
y pH, para evitar ademas riesgos de que proliferen otros organismos no deseados
como hongos, ciliados, flagelados o bacterias.

2.5.2.1 Luz

Los organismos fotosintéticos transforman la energia luminica proveniente de la
radiacion solar en energia quimica, por lo que la luz es considerada, un factor

23




limitante cuando se trata de cultivos de microorganismos fotosintéticos. El aporte,
distribucion y utilizacion de la luz es primordial para la produccion de biomasa
microalgal. (Johnson & Schmidt-Dannert, 2008; Cuaresma et al., 2011).

En un cultivo de microalgas la luz promueve la produccion de clorofila y otros
metabolitos en la fotosintesis. Estos microorganismos utilizan la luz en el intervalo
de longitud de onda que oscila entre 300 y 700 nm, el cual comprende la region del
espectro conocida como radiacion fotosintéticamente activa de 400 a 700 nm
(Johnson y Schmidt-Dannert, 2008). Esto se debe a que si las microalgas son
expuestas a niveles estresantes de radiacion, sus células sufren dafos internos
significativos, debido al exceso de energia presente, lo que origina el fendmeno de
fotoinhibicion donde la velocidad de la fotosintesis se reduce (Drapcho et al., 2008;
Daneshvar et al., 2021).

2.5.2.2 Temperatura

La temperatura es un factor de vital importancia en los cultivos para lograr que la
tasa de crecimiento sea elevada, por lo tanto, es necesario controlar
constantemente los intervalos de temperatura que deben oscilar entre los 16y 27°C,
dependiendo de la especie de microalga que se estudie (Hernandez-Pérez & Labé,
2014).

Es importante sefialar que un cultivo que se encuentre por debajo o por encima del
intervalo mencionado provocara dafos irreversibles en algunas proteinas
esenciales para la fotosintesis y el metabolismo celular. Entre las mas afectadas se
encuentran la proteina D1 del Fotosistema Il, la Rubisco y su activasa, asi como
diversas enzimas del ciclo de Calvin. Por lo tanto, dependiendo de la especie a
cultivar es el intervalo de temperatura el que debe ser utilizado, aunque existen
especies que pueden ser mas tolerantes a este factor que otras (Hernandez-Pérez
& Labé, 2014; Contreras-Flores, 2003).

2.5.2.3 Diéxido de Carbono

La biomasa que se produce en los cultivos de las microalgas depende de la
concentracion de dioxido de carbono especifica, o que significa que un aumento de
la concentracion de CO2 en algunas especies de microalgas incrementa la cantidad
de biomasa cosechada (Singh & Singh, 2014). Por ejemplo, estudios han
demostrado que especies como Chlorella vulgaris, Scenedesmus sp., Neochloris
oleoabundans y Chlamydomonas reinhardtii presentan un aumento en su tasa de
crecimiento y produccion de biomasa cuando se cultivan en condiciones con
concentraciones elevadas de CO,, que oscilan entre el 10% y el 20%.

En un cultivo de microalgas mantener cantidades bajas de CO2 (por debajo de 2-
5%) conlleva una produccién menor de lipidos debido a que su metabolismo es mas
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lento de lo normal; pero si las cantidades de COz2 llegan a ser muy altas (por encima
del 15-20%) se presentan dafnos al crecimiento celular y a la produccion de lipidos.
Esto se debe a que la mayor parte de las células absorben CO2y una vez que logran
mayores concentraciones de CO2 se empieza a realizar la fotosintesis; el carbono
restante que no fue absorbido por las microalgas es convertido en acido carbdénico
(H2CO3) y se genera asi la acidificacién del medio, que tiene como resultado la
afectacion de las vias metabdlicas y afecta el crecimiento de las microalgas
(Mulgund, 2022).

2.5.2.4 Nutrientes

Otro factor indispensable para los cultivos de microalgas son los nutrientes, ya que
son indispensables para que las células de estos organismos lleven a cabo sus
actividades fisiologicas. Estos organismos requieren de macronutrientes (nitrogeno,
fésforo y azufre) y micronutrientes (potasio, calcio, hierro y magnesio), por lo que si
existe ausencia de estos nutrientes se presentan alteraciones en sus procesos
metabalicos celulares, o que genera cambios en sus componentes de biomasa en
proteinas, lipidos, acidos nucleicos y carbohidratos (Ran et al., 2019; Zeng et al.,
2021).

Por otra parte, si existe una deficiencia de nitrégeno esto conllevara a la produccién
limitada de la biomasa producida por las microalgas y si existe una ausencia de
fésforo, esto implica dificultades en el proceso de la fotosintesis (Zeng et al., 2021).

Tomando en cuenta los requerimientos nutricionales, existen dos tipos de medios
de cultivo: los medios quimicamente definidos, los cuales son de gran utilidad en los
cultivos y en experimentos de fisiologia celular; entre las ventajas que presentan,
es que se conoce con certeza todos sus componentes, asi como la concentracion
en que estan presentes; por otro lado, tenemos los medios enriquecidos como el
agua residual y los abonos, entre sus caracteristicas se encuentra que son muy
economicos, pero tienen una gran desventaja; la cual es que no son especificos, ya
que pueden originar el desarrollo de diferentes tipos de microalgas en el cultivo y su
alto contenido de materia organica facilita el desarrollo de diversas poblaciones
bacterianas (Ran et al., 2019, Hernandez-Pérez et al., 2014).

2.5.2.5 pH

El pH del medio de cultivo debe ser un parametro especifico de cada especie de
microalga, ya que representa una caracteristica vital en su metabolismo. Para la
mayoria de los casos el valor del pH se presenta por encima de la neutralidad y a
estos microorganismos se les conoce como neutrdfilos (Filali et al., 2021; Qiu et al.,
2017).
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El pH también es fundamental para la determinacién de solubilidad y disponibilidad
del CO2, y los nutrientes que se encuentran presentes en el cultivo estan
fuertemente vinculados en sus procesos metabdlicos y cada especie presenta
rangos optimos para lograr su produccion de biomasa y lipidos (Qiu et al., 2017).
Por lo tanto, valores que se encuentren por arriba o por debajo de un pH 6ptimo
puede tener como consecuencia la disminucién significativa de la produccion de
biomasa esperada (Marchello et al., 2015; Park & Lee, 2000).

2.5.3 Curva de Crecimiento Microalgal

Las microalgas presentan un crecimiento rapido cuando se inoculan en un medio
de cultivo que no es limitante y logran mantener su desarrollo en condiciones
adecuadas (Arredondo-Vega & Voltolina, 2007).

Para monitorear el crecimiento en un cultivo debemos conocer y monitorear las
diferentes fases de crecimiento de las microalgas: 1) fase de adaptacién, 2) fase de
aceleracion, 3) fase exponencial, 4) fase de desaceleracion, 5) fase estacionaria y
6) fase de muerte; lo cual permitirda describir la manera en la cual cambia su
densidad celular o de biomasa y definir el mejor momento para cosechar y/o para
resembrar un cultivo (Arredondo-Vega & Voltolina, 2007).

Para ilustrar la dinamica de crecimiento descrita, en la imagen 2, se muestra un
ejemplo de la curva de crecimiento de una microalga, en la cual se observa como
cambia la densidad celular a lo largo del tiempo, destacando las distintas fases de
desarrollo del cultivo.

-
=5
&
B ———
-
[
2
[}
c
@
=]
1 2 3 4 5 6
._..--"'"H
Tiempo

Imagen 2: Curva de crecimiento de una microalga, densidad celular con respecto al tiempo (Arredondo-Vega
y Voltolina, 2007)
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Fase 1 de adaptacion: El comportamiento inicial es muy importante y depende de
las condiciones de las células del indculo, por lo tanto, de ellas dependera también
el éxito del nuevo cultivo. Si no se encuentran en condiciones adecuadas el cultivo
no sera exitoso.

Fase 2 de aceleracion: Varios componentes estructurales se encuentran presentes
en esta fase, el RNA, las proteinas y el peso individual, en esta etapa la temperatura
es de vital importancia

Fase 3 exponencial: En esta fase la velocidad de crecimiento del numero de células
alcanza su valor maximo.

Fase 4 de desaceleracion: Aqui se nota el efecto de una menor disponibilidad de
uno de los factores que regulan el crecimiento, por lo tanto, la tasa de division celular
disminuye. Debido al alto numero de células, la densidad celular alcanza su maximo
valor.

Fase 5 estacionaria: Las condiciones de cultivo son limitantes y la natalidad es igual
ala mortalidad. No se registran cambios relevantes y esto puede deberse a los bajos
niveles de algun nutriente esencial o a un valor alto de pH. Otro factor que limita el
crecimiento es la excrecion de productos catabdlicos al medio de cultivo.

Fase 6 de muerte: La tasa de mortalidad es superior a la de natalidad, la densidad
celular disminuye, baja también la biomasa unitaria y como consecuencia la
ausencia de nutrientes ocasiona la muerte celular (Farias, 2011; Steele, 2015).

2.6 Técnicas de cosecha de la biomasa algal

La cosecha de la biomasa algal implica una secuencia de distintos procesos con el
fin de eliminar agua contenida en un cultivo de biomasa microalgal, la naturaleza
extremadamente diluida de los cultivos y el pequefio tamafio de las células algales
son factores que determinan que la cosecha de la biomasa sea intensiva en energia
y costos operacionales (Guldhe et al., 2017). Existe una serie de diversos factores
que influyen para seleccionar una técnica de recoleccion, como son el tamafo, la
densidad y el valor agregado del producto final (Rawat et al., 2011).

A continuacion, se mencionan las técnicas de cosecha mas utilizadas para realizar
este procedimiento:

2.6.1 Centrifugacion

Esta técnica es una de las mas rapidas y eficientes ya que se puede operar de
manera continua. Se basa en la fuerza centrifuga para separar los sélidos de los
liquidos a través de una fuerza rotativa y para llevar a cabo este procedimiento se
requiere de una gran cantidad de energia eléctrica y posteriormente se logra la
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sedimentacién de sélidos, lo cual va a permitir retirar de una manera sencillala masa
sobrenadante obtenida. Esta técnica depende de la especie de microalga que se
estudia, segun datos obtenidos su eficiencia a escala laboratorio ha presentado
porcentajes de recuperacion que oscilan entre 80 y 90% en tiempos cortos (Fazal
etal., 2018).

2.6.2 Filtracion

Esta técnica separa los solidos en suspension de un medio liquido con ayuda de un
medio poroso tras la aplicacion de una caida de presion para su funcionamiento.
Una de las caracteristicas de este procedimiento es la utilizacion de una membrana
que retiene las microalgas cuando es atravesada, a menor tamano del poro de la
membrana mayor sera el incremento de energia que se necesita aplicar. Cuando la
densidad de la microalga es muy baja (inferior a 10° células/mL), se origina una gran
resistencia al paso del fluido y provoca que la membrana se obstruya cada vez mas,
por lo tanto, el proceso sera mas eficiente cuando la densidad de la microalga es
menor (Barros et al., 2015).

2.6.3 Sedimentacion

Este método esta basado en las fuerzas de gravedad y la tasa de sedimentacion la
cual esta determinada por la ley de stocks quién menciona que la velocidad de
sedimentacién es directamente proporcional al radio de las células y a la diferencia
presente en la densidad entre las microalgas y el medio. Algunas de las ventajas de
este procedimiento es que es considerado una técnica de separacion eficiente y de
un costo accesible ademas de que puede ser empleado para tratar volumenes altos
de cultivo con incluso bajas cantidades de biomasa. Algunas de sus desventajas es
que puede ser lento sobre todo cuando la diferencia del tamafio o la densidad es
muy pequefia llegando incluso a ocasionar la descomposicion de la biomasa en
altas temperaturas (Mufioz & Guieysse., 2006).

2.6.4 Flotacion

Este mecanismo ha sido empleado originalmente para la industria minera, sin
embargo, ha resultado de gran utilidad en otro tipo de aplicaciones como la cosecha
de microalgas. El método consiste en aprovechar la capacidad de adhesion de las
células de las algas presentes para unirse a una dispersion de burbujas de aire o
gas posteriormente se forman conjuntos de células gas que son transportados hasta
la superficie donde estan concentrados y pueden ser recolectados. Una condicion
muy importante para que este método sea factible es que la adherencia entre las
células y las burbujas sea mayor que la tendencia a establecer un contacto entre
células y medio (Ndikubwimana et al., 2016).

2.6.5 Electrofloculacion

Este método requiere de energia eléctrica, es un método muy versatil ya que puede
ser utilizado en una amplia variedad de especies de algas ademas de ser muy
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amigable con el medio ambiente. Consiste en el empleo de electrodos y la corriente
eléctrica y permite la separacién de las microalgas debido a sus diferentes cargas.
Las microalgas que estan en movimiento estan cargadas negativamente hacia el
anodo cargado positivamente. Gracias al movimiento electroforético las células
logran ser neutralizadas y se forman fléculos que pueden asentarse en el fondo o
flotar en la superficie en funcion de la densidad (Ndikubwimana et al., 2016).

2.6.6 Floculacion

Este método es una alternativa quimica de bajo consumo energético en donde las
células de las microalgas poseen una carga superficial negativa que impide la
agregacion de las células en suspension por lo que a través de la adicion de
determinados reactivos quimicos como los floculantes que eliminan o neutralizan
las fuerzas de repulsion entre particulas, favorecen la formacion de precipitados que
sedimentan rapidamente. A continuacion, se enlistan las ventajas y desventajas de

los diferentes métodos de separacion de biomasa (Gerde et al., 2014).

Tabla 7: Ventajas y desventajas de los diferentes métodos de separacién de biomasa (Guldhe et al., 2017)

Valido para la mayoria de
las especies.

Método se Ventajas Desventajas
separacion
Centrifugacion Método rapido. Alto consumo energético.
Altos porcentajes de Posibilidad de dafo celular.
recuperacion. Rentable solo para productos de alto
Valido para la mayoria de valor agregado.
las especies.
Filtracion Alta eficiencia de Altos costos operativos (obstruccion de
recuperacion. la membrana).

Mantenimiento de la membrana
regular.

Costos regulares del remplazo de
membrana y bombeo.

Sedimentacion

Método simple. Bajo costo.

Posibilidad de descomposicién de la
biomasa.

Baja concentracién de microalgas.
Altos tiempos de operacion.

Flotacién

Método de bajo costo.
Bajo tiempo de operacion.
Poco espacio requerido.
Posibilidad de realizar a

No factible con microalgas marinas.
Requiere el uso de floculantes
quimicos.

Sistema compacto.
Facil de automatizar.

gran escala.
Electrofloculacion No requiere floculantes Alto consumo energético.
quimicos. Método con poca difusion.

Alto costo de equipamiento.

Floculacion

Baja aportacion de energia.
Método simple y rapido.

Floculantes pueden ser toxicos y
costosos.
Limitacion en la reutilizacion.
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2.7 Biomasa algal y productos de valor agregado

Las microalgas y la cianobacterias pueden acumular metabolitos como los acidos
grasos esenciales y pigmentos, lo que les permite que su biomasa pueda ser
utilizada en diferentes campos de la investigacion, como por ejemplo en la
biotecnologia (Pienkos & Darzins, 2009).

El contenido y tipo de los metabolitos depende de la especie, de la etapa de
crecimiento del cultivo, de la produccion, la productividad y calidad de la biomasa
cosechada (Demirbas., 2009; Pulz & Gross, 2004).

Estos organismos representan un gran potencial en la produccion de una amplia
variedad de productos bioquimicos, que pueden ser utilizados en diversos campos
de la investigacion: medicina, sector Industrial, comercial y alimentario.
Representan una fuente renovable por ser utilizados en la captura de CO:2
atmosférico o los gases que son emitidos por las diferentes actividades humanas y
de esta manera lograr la eliminacion de los nutrientes de las aguas residuales
(Srivastava & Pandey., 2020).

El uso de esta biomasa algal tiene un importante aprovechamiento para la
produccion de diversos productos farmacéuticos debido a su alto valor nutricional
que se puede estimar mediante pruebas de carbohidratos, vitaminas, minerales,
lipidos y proteinas, compuestos vitales para los seres humanos y animales (Mata et
al., 2010).

Como la biomasa suele contener grandes cantidades de agua es indispensable
eliminarla antes de someterla a otros procesos. La eleccion del método debe ser el
mas eficiente y adecuado econdmicamente. Dentro de la gran variedad de
bioproductos se destacan los biocombustibles, como el biohidrogeno. Asi mismo se
puede destinar con fines alimenticios ya sea como biofertilizantes o como alimento
para peces, y otros tienen un importante potencial en sectores como el farmacéutico
y el cosmético (Mata et al., 2010; Pulz & Gross, 2004).

Ademas de los productos de valor agregado previamente mencionados, la biomasa
algal tiene aplicaciones importantes en distintos ambitos. El diagrama 2 resume
algunas de estas aplicaciones en sectores como el industrial, medioambiental,
quimico y en la deteccion de actividad bioldgica.
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Diagrama 2: Aplicaciones potenciales de las algas. Modificado de Rizwan et al., (2018).

2.8 Cianobacterias y microalgas en la agricultura

Las cianobacterias son una importante fuente para el desarrollo y crecimiento
vegetal, ademas de brindar proteccion al suelo frente a los patégenos y proporcionar
un mejoramiento de la fertilidad del suelo. Esto es posible, debido a la presencia de
compuestos biolégicamente activos que conocemos como compuestos fendlicos,
polisacaridos, hormonas y proteinas. Las microalgas son también reconocidas por
su alta capacidad en fertilizar el suelo y estimular el crecimiento de las plantas. El
papel de las microalgas en la agricultura se divide en biofertilizantes,
bioestimulantes y biopesticidas (Vallejo-Isaza., 2023; Gharagozloo et al., 2014).

Es importante destacar que el uso de los bioestimulantes y biofertilizantes
representan alternativas amigables con el medio ambiente y muy rentables, debido
a su incidencia en la fertilizacion, el regulamiento del crecimiento vegetal y su
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accionar como un producto fitosanitario frente al uso de otros productos téxicos,
sintéticos y con una notable persistencia (Vallejo-lsaza., 2023; Chiu et al., 2011).

2.9 Caracteristicas de especies

2.9.1 Coelastrella sp.

El género Coelastrella es conocido desde hace aproximadamente 100 afos y
comprende un numero relativamente pequefio de especies descritas. Estas
microalgas pertenecen a la clase Chlorophyceae, son mayoritariamente elipticas
y se presentan como unicelulares o incluso pueden llegar a visualizarse
agregaciones de pocas células. Son muy peculiares debido a su pared celular
esculpida con 16 a 40 costillas meridionales, presentan células uninucleadas
ademas de numerosas vacuolas llamativas y un solo cloroplasto. La pared celular
es de doble capa y presenta un componente interior de celulosa y otro en la parte
exterior trilaminar donde reside el material resistente a la acetdlisis. Su forma
celular, la presencia de su cloroplasto y sus estructuras pirenoides son
caracteristicas primordiales para su correcta identificacion. A menudo se
encuentran en sistemas acuaticos como lagos, estanques y rios, donde pueden
formar colonias o agrupaciones de células. (Luo et al., 2016; Corato et al., 2022).
En las Figuras 2 y 3 se observa la morfologia tipica de Coelastrella bajo el
microscopio Optico, donde pueden apreciarse las caracteristicas antes
mencionadas.

Al igual que otras microalgas verdes esta especie contiene cloroplastos, ademas
contienen pigmentos verdes como la clorofila la cual les proporciona este color
caracteristico y les permite capturar la energia de la luz solar para convertirla en
energia quimica. Un dato importante y relevante es que estas microalgas ayudan
a mantener la calidad del agua en sistemas acuaticos al absorber nutrientes en
exceso. Esta especie es de interés de investigacion cientifica ya que su estudio
brinda informacion sobre la ecologia y la biodiversidad en sistemas acuaticos,
ademas de que son utilizadas para la biologia celular y por supuesto para el
tratamiento de aguas residuales (Guiry, 2016; Abe et al., 2004).

Se han realizado diversos estudios de Coelastrella donde se ha reportado un gran
interés biotecnoldgico por sus altos valores de pigmentos y acidos grasos, ademas
de tener un gran potencial uso para la biorremediacion (Ali et al., 2022; Corato et
al., 2022; Maltsev et al., 2021). Es importante considerar que la seleccion de
especies y cepas de algas nativas es necesaria para evaluar el potencial
biotecnolégico de las microalgas, principalmente en entornos hostiles (Gardner et
al., 2011).
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Imagen 3: Fotografia de microscopio de Coelastrella

-
I P
. %)
P o &‘:_
Y A
%
[ 2,
Q@ ©
9
® @
) (’LS {?}cgg\ 2

Imagen 4: Imagenes de Coelastrella sp.

El medio Guillard F/2, es un medio mineral estandar que se utiliza para mantener
y propagar microalgas para el mantenimiento de estas o para procesos de
biotecnologia.

Clasificacion taxonémica

Reino: Viridiplantae

Filo: Chlorophyta

Clase: Chlorophyceae
Orden: Sphaeropleales
Familia: Scenedesmaceae
Género: Coelastrella
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Especie: Coelastrella sp

2.9.2 Limnospira maxima

Limnospira maxima es conocida como espirulina y ha sido utilizada como alimento
desde la antigiedad debido a su alto contenido de proteinas, el cual oscila entre
el 43 y el 70%. Esta proteina es considerada de alta calidad debido a que pueden
hidrolizarse en biopéptidos (Nowicka-Krawczyk et al., 2019 & Yu et al., 2016).

La espirulina ha sido comercializada y consumida por millones de personas en
todo el mundo por lo que la Conferencia de las Naciones Unidas sobre la
Alimentacion la declar6 como el mejor alimento del futuro, y la organizacion
mundial de la salud (OMS) la califico como el producto mas viable para la salud
humana. La UNESCO por su parte, la califico como el alimento ideal del futuro y
ha sido reconocida por la administracion de alimentos y medicamentos como una
de las mejores fuentes de proteinas (Jourdan., 2005 & Soni et al., 2017).

La espirulina crece en condiciones alcalinas en cuerpos de agua con alta salinidad,
y es cultivada en estanques de cultivo en condiciones controladas para su uso en
aplicaciones comerciales. Esta especie tiene un importante reconocimiento en la
industria alimentaria en la produccién de suplementos dietéticos, productos
alimenticios como tabletas, polvos y bebidas, y como un aditivo alimentario.
También ha sido utilizada en la acuicultura como alimento para peces y camarones
y en la biorremediacion para eliminar nutrientes en aguas residuales,
principalmente el nitrégeno y el fosforo (Trujillo & Lapo, 2023 & Ramirez-Moreno.,
2006).

La mayoria de las especies de los géneros Arthrospira y Limnospira habitan
distintos cuerpos de agua alcalinos donde crecen de forma masiva. Otras especies
se han encontrado en cuerpos de agua dulce como rios, manantiales y estanques
(Belay, 2002; Martinez-Garcia, 2022). Segun analisis realizados sobre la
composicién bioquimica, se ha determinado que contiene proteinas, vitaminas,
acidos grasos, minerales, carbohidratos, acidos nucleicos y pigmentos (Martinez-
Ruiz et al., 2022 & Ramirez-Moreno, 2006).

La mayoria de las investigaciones realizadas en laboratorio propone la utilizacion
del medio Zarrouc clasico para el crecimiento y desarrollo del género Limnospira.
Este medio esta constituido principalmente de bicarbonato de sodio, junto con
nitrato de sodio, sulfato de potasio, sulfato de magnesio, cloruro de calcio e
hidrégeno fosfato dipotasico (Ragaza et al., 2020; Gutiérrez-Barroso et al., 2024).
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Imagen 5: Imagenes de Limnospira maxima

Clasificacion taxonomica de Limnospira maxima por Guiry y Guiry (2023).

Reino: BACTERIA

Filo: Cyanobacteria

Clase: Cyanophyceae

Orden: Oscillatoriales

Familia: Microcoleaceae

Género: Limnospira

Especie: Limnospira maxima (Setchell y N.L. Gardner) Nowicka-Krawczyk,
Mduhlsteinovay Hauer 2019.

Ambas, Coelastrella y Limnospira maxima han sido utilizadas por diversos autores
en procesos de biorremediacion de efluentes contaminantes, y por su contenido
nutricional tienen alto potencial para ser utilizadas como biofertilizantes (Avifa
Padilla et al., 2024; Beaulier et al.,2023).

3. Justificacion

Las descargas de aguas residuales de origen domeéstico, industrial, agricola y
pecuario sin un tratamiento previo generan graves consecuencias ambientales,
entre las que destaca la contaminacion de los cuerpos de agua. Estas descargas
afectan significativamente la calidad de las aguas superficiales y subterraneas,
alterando su equilibrio fisico, quimico y biolégico. De manera aun mas
preocupante, dicha contaminacidn representa un riesgo para la salud humana y
compromete la integridad de los ecosistemas acuaticos y terrestres asociados.

Los principales contaminantes que se han encontrado es el nitrégeno y el fésforo
ademas de compuestos organicos, bacterias, coliformes fecales, materia
organica, sustancias quimicas inorganicas (metales pesados, sales) vy
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contaminantes emergentes como farmacos y plasticos. Un ejemplo de estas
aguas residuales generadas en altas concentraciones es el agua de nixtamal,
proveniente del proceso de nixtamalizacion para la fabricacion de la tortilla. El
problema radica en las grandes demandas de maiz que se tienen en el pais, ya
que este es el cultivo mas representativo y su necesidad y utilizacion ha
incrementado con el paso de los afos.

En México, mensualmente se producen 1.2 millones de metros cubicos de
nejayote dado el alto consumo de tortilla y otros derivados del maiz. En dicho
proceso se utilizan tres litros de agua por cada kilogramo de grano tratado, que
son arrojados, en muchas ocasiones sin tratamiento previo, a los sistemas de
drenaje e incluso directamente al suelo y mantos acuiferos. Este liquido de
coccion, ademas de ser alcalino, contiene significativas concentraciones de
materia organica en solucién y suspension, por lo que es altamente contaminante
(Davalos, 2025; Vazquez-Lépez et al., 2023).

El impacto ambiental negativo real se dimensiona si se consideran sus grandes
volumenes vy las significativas cantidades que contiene de compuestos organicos
e inorganicos solubles e insolubles. Para combatir estas problematicas generadas
al medio ambiente se han desarrollado tratamientos que tienen como fin remover
estos contaminantes generados. Algunos de estos tratamientos pueden ser fisicos
y/o quimicos y biologicos (Vazquez-Lépez et al., 2023; Davalos, 2025).

En este trabajo utilizamos un tratamiento biolégico, de ficorremediacién con
microalgas ya que estas son amigables con el medio ambiente y la biomasa que
se obtiene durante estos tratamientos puede ser reutilizada para la formacion de
nuevos productos; como biofertilizantes, por lo tanto, representa un circulo
virtuoso para la sociedad, y es un claro ejemplo de economia circular.

36



4. Hipotesis

1.

Si los cultivos de microalgas se han utilizado de manera eficiente en el
tratamiento de aguas residuales, las especies seleccionadas en esta
investigacion podran ser eficientes para el tratamiento del nejayote.

Debido a que las microalgas y cianobacterias almacenan compuestos de
interés durante el proceso de ficorremediacién, la biomasa algal cosechada
posterior a dicho proceso puede tener un uso potencial en la produccién de
bioproductos como biofertilizantes.

37



5. Objetivos

5.1 Objetivo General

Evaluar el tratamiento de biorremediacion del nejayote mediante la
implementacion de cultivos de microalgas del género Coelastrella sp y Limnospira
maxima

5.2 Objetivos Particulares

1. Evaluar cual de las especies seleccionadas de microalgas: Coelastrella sp.
o Limnospira maxima, es mas eficiente en el tratamiento del nejayote.

2. Analizar si la biomasa algal producida durante el proceso de
biorremediacion puede ser utilizada para la produccién de biofertilizantes.
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6. Metodologia

6.1 Obtencion de la muestra de agua de nixtamal

La muestra de nejayote fue proporcionada por una tortilleria de la Alcaldia
Iztapalapa en el pueblo de Santa Cruz Meyehualco. Posteriormente se traslado al
laboratorio y se filtré para eliminar el exceso de materia organica. Finalmente se
esterilizd la muestra en la camara UV durante un lapso de 48 horas.

Se prepararon tres diluciones de 100%, 70% y 50% de esta agua de nixtamal con
agua destilada estéril.

6.2 Especies seleccionadas

Se utilizaron las cepas de Coelastrella sp. y Limnospira maxima, ambas pertenecen
a la Coleccién de Cultivos del Laboratorio de Ficologia Aplicada de la Universidad
Autonoma Metropolitana Unidad Iztapalapa las cuales fueron aprovechadas para
fines académicos y de investigacion en el tratamiento de aguas residuales.

6.3 Primera fase del experimento

Se prepararon tres diluciones por duplicado del agua de nixtamal al 50, 70 y 100 %
y agua destilada estéril

Se colocd un control con el medio de cultivo idéneo para cada especie. En el caso
de Coelastrella se utilizé medio F/2 y para Limnospira el medio Jordan modificado.

En cada caso se colocdé un inéculo de cultivo de las microalgas al 20% de
crecimiento en fase exponencial. En el diagrama 3 se explica a detalle la
metodologia.
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—

Diagrama 3: Diluciones realizadas con el nejayote y las dos especies de microalgas (Coelastrella sp. y
Limnospira maxima). (Fuente: propia)

6.3.1 Conteos celulares

Se tomaron muestras dos veces a la semana para monitorear el crecimiento
celular. En el caso de Coelastrella se realizd el conteo en camara de Neubauer
(imagenes 6 y 7) y en el caso de Limnospira en camara de Sedgewick Rafter
(Arredondo-Vega y Voltolina, 2007).

1.0 mm

0. 25 mm

0¢

Imagen 6: Cdmara de Neubaer o hematocitometro. Imagen 7: Dimensiones de la cuadricula de la de Neubaer
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6.3.2 Segunda fase del experimento

Una vez concluidos los conteos celulares, se selecciond la especie que se adapto
mejor al crecimiento en el nejayote y se procedio a realizar el experimento en escala
de fotobiorreactores de 20 litros, con capacidad real de 16 litros.

Se montaron 3 fotobiorreactores en la dilucidon del 50 %, en la cual se presento el
mayor crecimiento celular.

Se colocé un control con el medio de cultivo idéneo. Y se realizé monitoreo dos
veces a la semana tomando 20 mL para analisis de crecimiento celular y de
consumo de nutrientes. Las muestras para conteo se fijaron con acetato de Lugol y
las muestras de analisis de nutrientes se congelaron para su analisis posterior. Asi
mismo durante esta fase se consideraron varios aspectos a implementar para tener
un cultivo en condiciones Optimas como aireacion y al pH ajustado.

Los reactores se mantuvieron a 25 grados centigrados en fotoperiodo de 12:12 L:O,
manteniendo una aireacién continua mediante burbujeo (0.6vvm), proporcionada a
través de bombas de acuario. A continuacién, se muestra en el diagrama 4 esta
etapa del procedimiento.
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NO2, NH4, POas

26 dias

Cosecha de biomasa algal
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Analisis
> bromatoldgicos

Diagrama 4: Diagrama de fase de escalamiento (Fuente: propia)
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6.3.3 Cosecha de biomasa algal

La fase de la cosecha de la biomasa algal se realizé mediante filtracion con una
malla de serigrafia y se recolecto en cajas de Petri, para cada reactor.

Una vez que se filtré toda el agua y se conservd unicamente la biomasa, fue
trasladada a la estufa para mantenerla a 34°C, para que se secara durante 24 horas.

Posteriormente se retird de la estufa y se recolecté con ayuda de una espatula a
tubos de ensayo previamente etiquetados con el nombre de cada reactor. La
biomasa se pesd y se resguardd para posteriormente realizar los analisis
bromatolégicos de proteinas, carbohidratos y lipidos. En las imagenes 8, 9y 10 se
visualiza el proceso de la cosecha de biomasa algal.

Imagen 8: Cosecha de biomasa algal Imagen 9: Biomasa algal de Limnospira maxima

Imagen 10: Biomasa algal seca
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6.4 Determinacion de nutrientes

Los nutrientes (amonio, nitrito y fosfatos) se analizaron siguiendo los protocolos
marcados en el Standard Methods for the examination of water and waste water
(APHA, 1998).

A continuacion, se describen los procedimientos de cada uno de los nutrientes.

6.4.1 Amonio

El amonio se analizé por el Método del Fenato, técnica colorimétrica de amonio
(azul de indofenol) basada en un compuesto de color azul intenso, indofenol, que
es formado por la reaccién del amonio con el fenol, favorecido por el ion hipoclorito
en condiciones alcalinas y catalizada por el nitroprusiato de sodio el cual favorece
la intensidad del color en la reaccion (Parmer., 2022).

La absorbancia requerida para leer este procedimiento en el espectrofotémetro es
a 640 nm.

% Procedimiento
> Se centrifugaron 10 ml de la muestra.
> Se considero la posible carga de NH4 para realizar diluciones; 1:10, 1:100.

> Se agreg6 a cada tubo de ensayo 5 ml de muestra + 0.2 mil de fenol + 0.2 ml
de nitroprusiato + 0.5 ml de solucién oxidante.

> Se prepar6 el “blanco” agregando 5 ml de agua destilada + 0.2 ml de fenol +
0.2 ml de nitroprusiato + 0.5 ml de solucion oxidante.

> Se agitd e incubd 2 horas en obscuridad.

> Se leyo en espectrofotometro a una longitud de onda de 640 nm.

El calculo de la concentracion de la muestra se realizé por medio de la ecuacion de
la recta, obtenida de la curva de calibracion.

y=mX+Db
Donde:

Y= absorbancia

X= concentracién mg/l de NH4

M= pendiente

B= ordenada al origen

Factor de dilucién = 5/ml de muestra
X= ((y-b) /m) (Factor de dilucién)
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6.4.2 Nitritos

El principio del método consiste en que los nitritos presentes reaccionan en medio
acido (pH = 1,9 a 2,5), para formar acido nitroso que reacciona con la sulfanilamida
por una reaccion de diazoacién para formar una sal de diazonio, la cual por
copulacion con el diclorhidrato de N-(1-Naftil) etilendiamina forma un colorante
azaico de color purpura rojizo que se mide espectrofotométricamente a 543 nm.

< Procedimiento

» Se tomaron 5 ml de la muestra, y se colocaron en un tubo de ensayo al que
se le agregaron 0.1 ml de solucion Sulfanilamida, y se esperd 5 minutos.

» Pasados los 5 minutos, se agregaron a cada tubo de ensaye, 0.1 ml de
solucion NEDA, se agitaron y esperamos 10 minutos.

> La muestra se leyd a una absorbancia de 543 nm.

Para calcular la concentracion de la muestra por medio de la ecuacion de la recta
que se obtiene de las curvas de calibracion se empled la siguiente ecuacion:

y=mX+Db
Donde

y= absorbancia de la muestra
m= pendiente
b= ordenada al origen

Se despejdé X para que nos dé ug de N-NO2. Para calcular la concentracion de la
muestra se tomaron en cuenta los factores de dilucion que se realizaron.

6.4.3 Ortofosfatos

El método consiste en que la materia organica de la muestra es destruida por medio
de una digestion con persulfato de amonio y acido sulfurico, rompiendo las ligaduras
organicas del fésforo (C-P y/o C-O-P), e hidrolizando las polifosfatos a ortofosfatos.

% Procedimiento
> Se filtré un volumen de la muestra para retirar sélidos suspendidos.

> Se considero la posible carga de POs y se realizaron diluciones 1:20, 1:10,
1:5.
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» Se agrego a cada tubo de ensayo 5 ml de muestra + 0.8 ml de la mezcla de
reactivos.

> Se preparo el “blanco” con 5 ml de agua destilada + 0.8 ml de la mezcla de
reactivos.

> Se agitaron los tubos y dejaron reposar 15 minutos.
> Se leyeron en espectrofotometro a una longitud de onda de 880 nm.

Para calcular la concentracion de la muestra por medio de la ecuacién de la recta
que se obtuvieron de las curvas de calibracidn, se emplea la siguiente ecuacion:

y=mX+Db
Donde:

m= es la pendiente

b= es la ordenada al origen

y= es la absorbancia

X= es la concentracion (mg P/L).

6.4 Analisis bromatologicos

Con la biomasa algal seca se procedio a realizar los analisis bromatoldgicos,
siguiendo las metodologias establecidas en la literatura (Arredondo-Vega &
Voltolina, 2007).

6.4.1 Carbohidratos

Para la determinacién de carbohidratos se utilizé el método colorimétrico del fenol-
acido. El H2SOs4, hidroliza los enlaces glucosidicos y el fenol reacciona con el
monosacarido resultante para posteriormente producir un producto coloreado
(DuBois et al., 1956).

« Procedimiento
» Se pesaron 5 mg de biomasa.
Se agregd 1 ml de H2SO4 1.0M.
Se sonico durante 5 min.
Se agregaron otros 5 ml de H2SO4 1.0M.
Se colocaron los tubos tapados en un termo-bafio a 100°C por una hora.

Después de la hora se sacaron del termo-bafio y se dejaron enfriar a
temperatura ambiente.

Se centrifugé a 4000 rpm/10°C por 15 min.

VVVYVYY
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> Se separ6 el extracto acido con pipeta Pasteur, sin resuspender la pastilla y
se paso a un tubo limpio.

» Se tomaron 1 ml del extracto acido y se agregé 1 ml de fenol al 5% y se
mezcld. Se dejé reposar 40 min.

> Posteriormente se agregaron lentamente 5 ml de H2SO4 concentrado (en
campana de extraccion). Se dejé enfriar a temperatura ambiente, para
finalmente leer a 485 nm.

> El espectrofotometro se calibré con un blanco que se preparé de la misma
manera, sustituyendo el extracto acido de la muestra con 1 ml de H2SO4 1.M.

La ecuacion para determinar el porcentaje de carbohidratos en una muestra de
microalga es:

% Carbohidratos = [ [(m * A4ssnm) / Vm] * VE] / Ps+ 100
Donde:

m= es la pendiente

A= es la absorbancia (485nm)

Vm = el volumen de muestra (ml)

Ve = Volumen del extracto acido (ml)
Ps = el peso seco (mg)

6.4.2 Proteinas

Para la cuantificacion de las proteinas se utilizdé el método de Lowry, el cual esta
basado en la espectrofotometria de la intensidad de color obtenido con el reactivo
de Folin-Ciocalteu (acido fosfomolibdico-tingstico). Este reactivo oxida los
aminoacidos aromaticos como tirosina y triptéfano, presentes en la mayoria de las
proteinas, siendo reducidos a hetero poli molibdeno azul (Peterson, 1979).

% Procedimiento
> Se pesaron 5 mg de biomasa.

> Se agregaron 5 ML de hidréxido de sodio 0.1 n.

> Se centrifugd a 3000 rpm a 15°C por 15 minutos.

> Se recupero el extracto alcalino y se coloco en otro tubo limpio y etiquetado.

> Se volvié a centrifugar a 3000 rpm por 15 minutos a 10°C, y se volvid a
recuperar el extracto.

> Se coloco el extracto alcalino obtenido en la segunda extraccion en el mismo

tubo donde esta el de la primera extraccion y todo se mezclé en un vortex.

> Del extracto alcalino total obtenido se tomaron tres volimenes diferentes: 250
500y 750 pL y se completaron a 1 mL con NaOH 0.1 n, se agitaron en vortex
para homogenizar.
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> Se preparé la solucion Na2COs al 2% (p(v), en NaOH 0.1N (solucién A).

> Se preparo la mezcla 1:1 de CuSOs4 al 0.5% en tartrato de K al 1% y se agitd
(solucién B).

> Se agreg6 a la muestra (extracto alcalino) 5 ML de la mezcla NaCOs al 2%
en NaOH 0.1N + CuSO4 al 5% y tartrato de potasio al 1% en una proporcién
de 50:1 (solucion C), se mezclé en vortex y se dejo reposar 15 min.

> Se agregaron 500 pL de la solucion 1:1 de Folin: H20 destilada (solucién D),
se agitd en vortex y se dejo reposar en la oscuridad 40 minutos.

> Posteriormente se leyd en el espectrofotdmetro a 750 nm, calibrando el
equipo con un blanco preparado usando el mismo tratamiento que el de las
muestras, pero utilizando 1 ml de NaOH 0.1N en lugar de muestra.

La ecuacion para determinar el porcentaje de proteinas en una muestra de
microalga es:

% Proteinas = [ [(m ¢ A7s0nm) / Vm] * VE] / Ps* 100
Donde:

m= es la pendiente

A= es la absorbancia (750nm)

Vm = el volumen de muestra (ml)

Ve = Volumen del extracto alcalino (ml)
Ps = el peso seco (mg)

6.4.3 Lipidos

Se utilizé el método propuesto por Folch et al., (1956) y mejorado por Bligh y Dyer
(1959). Esta técnica esta basada en la formacion de una mezcla monofasica de
cloroformo, metanol y agua, y de esta manera se asegura la extraccion de la
mayoria de los lipidos incluidos aquellos que se encuentran ligados a otras
moléculas. Se agrega agua y cloroformo al extracto resultante y de esta manera se
forma una solucién bifasica comprendida por metanol y agua en la parte superior y
en la parte inferior cloroformo (Bligh & Dyer, 1959).

« Procedimiento
» Se pesaron: 0.005g de biomasa (tubo 1) y 0.050g de biomasa (tubo 2).
> Se le agregd 3 ml de Solucion A (Mezcla de solventes CHCI3 (cloroformo):
CH30H (metanol) 1:2 a cada tubo.
» Se agrego6 la Solucién B (10 ml de solucion de BHT + 1 ml de estandar de
colesterol. 0.1 ml al tubo 1y 1.0 ml al tubo 2.

> Se dej6 sonicar por 15 min/ 3 ciclos en un bafio de agua con hielo.
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Se metieron a incubar los tubos 24h/4°C, protegidos de la luz.

Se sonicaron otros 15min/ 3 ciclos en bafio de agua con hielo.

Se centrifugaron a 5000 rpm/20min a 5°C.

Se recuper6 el sobrenadante a tubos limpios y etiquetados.

Se agrego al pellet 1.5ml de Solucion A 'y centrifugar (5000rpm/20min a 5°C)
y se recupero el extracto.

Se agrego 2ml de H20 destilada al tubo 2 que contiene el extracto y se agitd
en vortex.

Se elimind el exceso de agua de la capa superior con pipeta Pasteur y se
centrifugd a 5000rpm/10min a 5°C para separar la fase inferior formada de
cloroformo y lipidos.

Se dejo secar por 24horas hasta que se formé una pastilla.

% Cuantificacién de lipidos por método de calcinacion Marsh y Weinstein, 1966

>

>

La pastilla que se formd, se resuspendié con 1ml de CHCIs (cloroformo) y se
mezcld en vortex.

Se separaron 100uL en un tubo limpio y se preparé el blanco con 100uL de
H2SO4.
Se agreg6 a todos los tubos 2 ml de H2SO4 concentrado, en bafio de hielo.

Se sellaron los tubos con papel aluminio y cerraron con tapa, se puso a
calentar a 200°C/15min.

Se dejo reposar 5min a temperatura ambiente.

Se colocaron los tubos en agua con hielo, 5min y se les agreg6é 3ml de H20
destilada, se taparon y mezclaron hasta homogenizar.

Se leyeron a 375 nm, calibrando con el blanco de acido sulfurico qué se trata
de igual manera que las muestras.

La ecuacion para determinar el porcentaje de proteinas en una muestra de
microalga es:

% Lipidos = 100 X [(A/FC) Ve / (P)]

Donde:

A= la absorbancia

FC= el factor de correccion o pendiente de la curva de calibracion
Ve= Volumen del extracto (ml)

P= el peso de la muestra (mg)
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7. Resultados

7.1 Primera Fase del Experimento

Los experimentos de cultivo de Coelastrella sp. y Limnospira maxima tuvieron una
duracién de 21 dias. Y en las fotografias 11, 12 y 13 se aprecian los cambios de
coloracion del medio de cultivo, iniciando en un tono amarillo oscuro por el nejayote,
pasando a convertirse en un verde claro con el crecimiento de las microalgas.
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Imagen 12: Diluciones de Limnospira mdxima con nejayote
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Imagen 13: Diluciones de Limnospira maxima después de 10 dias

La especie Coelastrella sp. crecid en las tres diluciones del nejayote, (Tabla 8) sin
embargo, en la de 50 % fue donde obtuvo un crecimiento similar al control, con el
mayor numero de células. A pesar de esto, se presentd de manera constante la
contaminacién con diatomeas, las cuales con el paso del tiempo no se lograban
eliminar del cultivo (imagen 14). Esto redujo la efectividad del crecimiento celular de
la Coelastrella. EI desempeno del crecimiento celular de Coelastrella sp con las
distintas diluciones sp se visualiza en la grafica 1

Tabla 8: Crecimiento de Coelastrella sp. con 3 distintas diluciones 100%, 70% y 50%

Control 50% 70% 100%
Tiempo cel/mL cel/mL cel/mL cel/mL
1 438 499 442 369.5
2
932.5 459 608 897.5
3 985.5 805 684 748.5
4
904 726 371.5 899.5
5 954 785.5 239.5 295.5
6 1003 599 207.5 244.5
7 720 482 181 234

51




7.1.1 Conteos celulares de Coelastrella sp.

Crecimiento de Coelastrella sp.

1200
1000
800
600

400

NUMERO DE CELULAS

200

1 2 3 4 5 6 7 8
TIEMPO

Control 50% em——70% ==—100%

Gréfica 1: Crecimiento de Coelastrella sp. en nejayote. Diluciones 100%, 70% y 50%

Diatomeas

Imagen 14: Presencia de diatomeas en diluciéon 100%
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Tabla 9: Crecimiento de Limnospira maxima con 3 distintas diluciones 100%, 70% y 50%

7.1.2 Conteos celulares Limnospira maxima

Control 50% 70% 100%
Tiempo cel/mL cel/mL cel/mL cel/mL
1
635 632 622 529
2
685 812.5 693 676.5
3
1101 866.5 2215 199
4
1549 755 125 188.5
5
2222 590.5 115.5 135
6
2529.5 691.5 62.5 85.5
Crecimiento de Limnospira maxima
2500
2 2000
-
2
|
O 1500
L
o
2 1000
L
s
P
Z 500
0
1 2 3 4 5 6 7
TIEMPO
Control 50% ——70% =——100%

Grafica 2: Crecimiento de Limnospira maxima en nejayote. Diluciones 100%, 70% y 50%
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El crecimiento de Limnospira no presentd contaminacion con diatomeas. Y aunque
el crecimiento tiene diferencias significativas con el control, la dilucién donde se
observé mayor crecimiento celular fue en la del 50 %. Esto se puede apreciar en la
grafica 2. Por tanto, se decidié continuar con la siguiente fase del experimento
utilizando esta cianobacteria. Esto se puede apreciar en la imagen 16 y 18.

Tricomas clonales
enrollados

Imagen 15: Limnospira maxima en diluciéon 50%

7.2 Segunda fase

Debido al volumen de cultivo y de la necesidad de aireacién constante, se decidi6
trabajar el cultivo de Limnospira maxima con ajustes de pH, ya que es un factor
critico en el cultivo de microalgas principalmente para la estabilidad del medio
(imagen 17). Los resultados del monitoreo del pH ajustado se muestran en la tabla
11y en la grafica 4.

Imagen 16: Montaje del experimento en campana de flujo laminar
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Imagen 17: Monitoreo del pH

Imagen 18: Escalamiento de experimento en fotobiorreactores de 20 litros
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7.2.1 Conteos celulares

Tabla 10: Crecimiento de Limnospira maxima dilucion 50% en 20 L

Tiempo Reactor 1 Reactor 2 Reactor 3 Promedio Control

cel/mL cel/mL cel/mL cel/mL cel/mL
1 1230 1098 1080 1136 2116
2 1060 834 656 850 2545
3 1340 1410 692 1147.3 2800
4 1604 1920 1474 1666 3177
5 1126 2211 1612 1649.6 3643
6 850 2553 1732 1711.6 4250
7 695 2816 2124 1878.3 4565
8 571 2316 1601 1496 5003
9 392 2050 1363 1268.3 5286
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Gréfica 3: Conteos de Limnospira mdxima en dilucién 50 volumen 20L

La especie Limnospira maxima tuvo un crecimiento similar al de la primera fase del
experimento. Este volumen de cultivo no logré superar la produccién de biomasa
del control, pero se adaptdé a las condiciones extremas del medio de cultivo. Los
resultados de los conteos se muestran en la tabla 10 y se interpretaron en la grafica

3.

Crecimiento de Limnospira maxima

7.2.2 Registro de pH

ControlvsReactores

3 4

TIEMPO

Promedio reactor

Control

Tabla 11: Registro de pH en fotobiorreactores durante el tratamiento con Limnospira maxima

Tiempo Reactor 1 | Reactor 2 | Reactor 3 | Promedio Control
reactor
1 9.2 8.6 8.5 8.77 9.4
2 7.07 7.32 6.82 7.07 9.87
3 8.11 8.5 7.9 8.17 10.4
4 8.1 8.6 8.65 8.45 10.4
5 7.32 8.33 8.31 7.99 10.25
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6 7.86 9.31 8.61 8.59 10.39
7 8.23 9.51 8.52 8.75 10.31
8 8.22 9.31 8.72 8.75 10.39
9 8.54 9.3 912 8.99 10.43
pH
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@ Control Reactor

Grdfica 4: Monitoreo del pH durante el cultivo de Limnospira maxima

El pH jugd un papel fundamental y critico para lograr que el cultivo se realizara de
la forma adecuada por varias razones, el pH influye en la actividad enzimatica que
controla muchas reacciones bioquimicas dentro de las células de las microalgas;
por lo tanto, un pH incorrecto afecta la actividad enzimatica que es necesaria para
el correcto crecimiento y reproduccion de las microalgas (Gonzalez-Portela et al.,
2024).

Como podemos apreciar en la grafica 4 a partir del segundo dia hubo una
disminucién de células y esto se debid a que el pH bajo; por lo tanto, fue
indispensable ajustarlo con ayuda de hidréxido de sodio para lograr volver a subir
el pH de 7 a 8 que es un pH aceptable y requerido para el cultivo del Limnospira
maxima. Mientras el pH se mantuvo por encima de 8 el crecimiento celular fue
adecuado y las células no llegaron a un punto de estrés que tuviera como
consecuencia que se afectara negativamente su crecimiento y productividad.

58



7.3 Analisis de nutrientes

Para evaluar la eficiencia del proceso de biorremediacion aplicado al efluente, se
realizé un analisis de nutrientes inorganicos presentes comunmente en las aguas
residuales, especificamente amonio (NH,*), nitritos (NO,™) y ortofosfatos (PO,*").
La determinacion de estos parametros resulta fundamental para corroborar la
eficacia del tratamiento, verificando que sus concentraciones disminuyan
significativamente tras el proceso de biorremediacion.

7.3.1 Amonio

Los resultados de la curva de calibracion fue de un R? = 0.9966 (Tabla 12), y la
ecuacion se observa en la grafica 5. En la imagen 19 se muestra el procedimiento
experimental durante la aplicacién la técnica del Fenato en el laboratorio.

Tabla 12: Absorbancias obtenidas de la curva de calibracién de amonio

Amonio
mg/L Absorbancia Absorbancia Promedio
0 0 0 0
0.1 0.054 0.069 0.062
0.2 0.164 0.136 0.15
0.4 0.329 0.269 0.299
0.6 0.513 0.432 0.473
0.8 0.691 0.562 0.627
1.0 0.855 0.833 0.844
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Gréafica 5: Curva de calibracién de amonio

Imagen 19: Analisis de amonio durante la técnica del Fenato
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Tabla 13: Absorbancias obtenidas de las muestras durante el analisis de Amonio

Control R1 R2 R3
dia Absorbancia Absorbancia Absorbancia Absorbancia
0 0.205 0.215 0.159 0.168
2 0.181 0.085 0.078 0.088
5 0.278 0.105 0.099 0.123
8 0.378 0.246 0.216 0.268
12 0.151 0.068 0.069 0.066
16 0.204 0.193 0.266 0.207
19 0.071 0.066 0.146 0.081
22 0.062 0.135 0.112 0.136
26 0.188 0.116 0.092 0.118

Se sustituyeron las absorbancias en la ecuacion obtenida de la curva de calibracion,
para asi obtener las concentraciones de amonio en cada muestra. En las tablas 13
y 14 se muestran las absorbancias obtenidas de las muestras durante el analisis de
amonio Yy los célculos realizados para la obtencidn de la concentracion de mgNH4/L.

Tabla 14: Calculos realizados para la obtencién de la concentracion de mgNHa/L

|Control R1 R2 R3 Control R1 R2 R3 Control R

mgNH4/L  mgNH4/L  mgNH4/L  mgNH4/L  |dil. dil. dil. dil. mgNH4/L  mgNH4/L
0.27 0.28 0.21 0.22 1.34 1.40 1.07 1.12 1.34 1.20
0.24 0.12 0.12 0.13 1.20 0.62 0.58 0.64 1.20 1.10
0.36 0.15 0.14 0.17 178 0.74 0.71 0.85 178 0.77
0.48 0.32 0.28 0.34 2.38 1.59 141 1.72 1.40 0.76
0.20 0.10 0.11 0.10 1.02 0.52 0.53 0.51 1.02 0.52
0.27 0.25 0.34 0.27 134 1.27 171 1.35 1.34 0.61
0.11 0.10 0.20 0.12 0.54 0.51 0.99 0.60 0.54 0.70
0.10 0.18 0.16 0.18 0.48 0.37 0.31 0.37 0.48 0.35
0.25 0.16 0.13 0.16 0.5 0.32 0.27 0.33 0.50 0.31
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Grafica 6: Concentracidén de NHarespecto a los dias

En la grafica 6 se observa el comportamiento del Amonio respecto a los dias que
durd el tratamiento. La concentracion empieza a descender a partir del dia 5,
llegando a 0.31 mgNH4/L hasta el ultimo dia del procedimiento. En la tabla 15 se
muestran los porcentajes de remocion de amonio obtenidos durante el tratamiento.

Tabla 15: Porcentajes de remocidn de Amonio obtenidos en el tratamiento

Amonio Absorbancia concentracion

inicial 0.537 0.730
final r1 0.166 0.248
final r2 0.092 0.152
final r3 0.118 0.186
final cont 0.488 0.667

62



7.3.2 Nitritos

La curva de calibracion nos dio una R? = 0.991

Para la cuantificacion de NO, se construyd una curva de calibracion utilizando
soluciones patron de concentracion conocida. En la Tabla 16 se presentan las
absorbancias registradas para cada estandar, mientras que en la Grafica 7 se
muestra la curva de calibracion obtenida a partir de estos datos.

Tabla 16: Absorbancias obtenidas de la curva de calibracidén de nitritos

Nitrito
mg/L Absorbancia Absorbancia Promedio
r
0 0 0 0
r
0.2 0.081 0.089 0.085
v
0.4 0.294 0.329 0.312
r
0.6 0.44 0.405 0.423
r
0.8 0.539 0.629 0.584
r
1 0.724 0.787 0.756
0.8
y = 0.7694x - 0.0249 ..
0.7 R?=0.991
0.6 .
05 ; '
S 04 -~
é 0.3 °
0.2
0 @
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
mg NO2/L

Grafica 7: Curva de calibracidon de nitritos
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Los resultados de las absorbancias se observan en la Tabla 17.

dia

Tabla 17: Absorbancias, analisis de Nitritos

Control R1 R2 R3

Absorbancia Absorbancia Absorbancia Absorbancia
0 0.306 0.378 0.312 0.272
2 0.620 0.556 0.732 0.634
5 0.163 0.094 0.113 0.141
8 0.177 0.183 0.149 0.154
12 0.285 0.185 0.146 0.139
16 0.203 0.183 0.200 0.439
19 0.185 0.169 0.100 0.113
22 0.109 0.137 0.094 0.117
26 0.275 0.214 0.112 0.088

Resultado de las absorbancias en la ecuacion obtenida de la curva de calibracion.
Los calculos empleados para determinar la concentracion de nitritos en las muestras
se realizaron a partir de las absorbancias obtenidas y de la ecuacién de la curva de
calibracion. En la Tabla 18 se presenta de manera detallada toda la informacion
correspondiente a estos calculos.

Control

mgNO2/L
0.43
0.84
0.24
0.26
0.40
0.30
0.27
0.17
0.39

Tabla 18: Célculos realizados para la obtencidn de la concentracién de NO2/L

R1

mgNO2/L
0.52
0.76
0.15
0.27
0.27
0.27
0.25
0.21
0.31

R2

mgNO2/L
0.44
0.98
0.18
0.23
0.22
0.29
0.16
0.15
0.18

R3 Control

mgNO2/L  [dil.
0.39
0.86
0.22
0.23
0.21
0.60
0.18
0.18
0.15

r

R1
dil.
2.15
168"
1.22
131
2.01
1.48
1.36
0.87
08
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R2

dil.
2.62
1.51
0.77
1.35
1.36
1.35
1.26
1.05
0.62

h |

R3
dil.

2.19
F
1.97
0.90
113
111
F
1.46
0.81
0.77
0.89

Control

mgNO2/L
193 2.15
1.71 1.68
1.08 1.22
1.16 131
1.07 2.01
1.21 1.48
0.90 1.36
0.92 0.87
0.73 0.78

R

mgNO02/L
2.25
1.73
0.92
1.21
1.18
1.34
0.99
0.92
0.75
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Gréfica 8: Concentracion de NO2
La concentracién de nitritos empieza a descender a partir del dia 2, llegando a 0.75
NO2 mg/L hasta el ultimo dia del procedimiento. En la grafica 8 se aprecian los

resultados de concentracion de NO:2 respecto a los dias. Y en la tabla 19 se
muestran los porcentajes de remocion de nitritos obtenidos en el tratamiento.

Tabla 19: Porcentajes de remocidn de Nitritos obtenidos en el tratamiento

Nitrito Absorbancia concentracion

inicial 0.964 1.285
final rl 0.214 0.311
final r2 0.112 0.178
final r3 0.118 0.186
final cont 0.775 1.040
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7.3.3 Ortofosfatos

La curva de calibracién nos dio una R? = 0.977. Para la cuantificacion de PO4 se
construyé una curva de calibracion utilizando soluciones patron de concentracion
conocida. En la Tabla 20 se presentan las absorbancias registradas para cada
estandar, mientras que en la Grafica 9 se muestra la curva de calibracion obtenida
a partir de estos datos.

Tabla 20: Absorbancias obtenidas de la curva de calibracion de ortofosfatos

mg/L Absorbancia Absorbancia Promedio
F
0 0 0 0
4
0.1 0.185 0.117 0.151
4
0.2 0.367 0.352 0.3595
0.4 0.647 0.588 0.6175
r
0.6 0.849 0.848 0.8485
r
0.8 0.988 0.982 0.985
1 y=1.2517x+0.0555 e
0.9 R?=0.977
0.8 I
© 0.7 .
S 06 o .
305
204
<03 .
0.2
01 |0
0
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9
PO, mg/L

Grafica 9: Curva de calibracién de ortofosfatos
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Imagen 20: Muestras de ortofosfatos durante la técnica del dcido ascérbico

En la imagen 20 se muestra el procedimiento experimental durante la aplicacion la
técnica del acido ascorbico. Posteriormente se obtuvieron las absorbancias (tabla
20). Donde se obtuvo lo siguiente:

Tabla 20: Absorbancias obtenidas de las muestras durante el analisis de Ortofosfatos

Control R1 R2 R3
dia Absorbancia Absorbancia Absorbancia Absorbancia
0 0.426 0.411 0.39 0.376
2 0.206 0.49 0.344 0.381
5 0.159 0.173 0.153 0.206
8 0.293 0.226 0.164 0.211
12 0.333 0.32 0.42 0.25
16 0.265 0.201 0.270 0.189
19 0.205 0.223 0.317 0.308
22 0.307 0.392 0.417 0.339
26 0.287 0.289 0.225 0.272

Y se obtuvo las siguientes concentraciones de ortofosfatos en cada muestra. Lo
siguiente se muestra en la tabla 21.
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Control

mgPO4/L

0.30
0.12
0.08
0.19
0.22
0.17
0.12
0.20
0.18

Tabla 21: Calculos realizados para la obtencion de la concentracion de POamg/L

R1

mgPO4/L
0.28
0.35
0.09
0.14
0.21
0.12
0.13
0.27
0.19

1.20
1.00

0.80

mgPO4/L
o
(o))
o

R2

mgPO4/L
0.27
0.23
0.08
0.09
0.29
0.17
0.21
0.29
0.14

R3

mgPO4/L
0.26
0.26
0.12
0.12
0.16
0.11
0.20
0.23
0.17

Control R1
dil. dil.
0.59 0.57
0.60 0.69
0.41 0.19
0.95 0.27
1.11 0.42
0.84 0.23
0.24 0.27
0.40 0.54
0.4 0.37
Ortofosfatos
°
)
10 15
Dias

® Control @ Reactor

R2
dil.

o0

20

0.53
0.46
0.16
0.17
0.58
0.34
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0.58
0.27

@ 8-

R3
dil.

Grafica 10: Concentracion de POsrespecto a los dias
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0.51
0.52
0.24
0.25
0.31
0.21
0.40
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0.35

Control

mgPO4/L

30

0.59
0.60
0.41
0.95
111
0.84
0.24
0.40
0.37

R

|mgpoa/L

0.54
0.56
0.15
0.23
0.44
0.26
0.36
0.52
0.33

La concentracién de ortofosfatos comienza a descender a partir del dia 5. Hubo una
disminucién moderada de 0.35 PO4 mg/L de los ortofosfatos presentes en el agua
de nixtamal, llegando a 0.33 PO4 mg/L hasta el ultimo dia del procedimiento. Esto
se muestra en la grafica 10. Y en la tabla 23 se muestran los porcentajes de
remocion de ortofosfatos obtenidos en el tratamiento.
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Tabla 23: Porcentajes de remocion de Ortofosfatos obtenidos en el tratamiento

Ortofosfatos Absorbancia concentracion

inicial 0.737 0.990
final r1 0.289 0.408
final r2 0.125 0.195
final r3 0.272 0.386
final cont 0.687 0.925

Se logré obtener porcentajes de remocion promedio de Nitritos, Amonio vy
Ortofosfatos del 66%, 74% y 38% respectivamente. A continuacion, se presentan

graficados los porcentajes de remocion en el proceso de biorremediacién (grafica
11).

Porcentajes de remocion

80.00
o 60.00
>
K
§ 40.00
C
o)
©  20.00 l
o
o

0.00

Control (NO2) NO2 Control (NH4) NH4 Control (PO4) PO4

7.4 Analisis bromatoldgicos

Para la caracterizacién bromatologica de la biomasa, se realizaron analisis
cuantitativos de carbohidratos, proteinas y lipidos, incluyendo la determinacién
especifica de fosfolipidos, colesterol y triglicéridos. Para cada componente se
construyd una curva de calibracion utilizando soluciones estandar de
concentracion conocida. En las graficas 12 a 16 se presentan las curvas de
calibracion correspondientes, donde se puede observar la relacion lineal entre la
absorbancia y la concentracién de cada nutriente o compuesto lipidico, lo que
permite determinar con precision su contenido en las muestras analizadas. Los
resultados de carbohidratos, proteinas y lipidos se desglosan a continuacion.
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7.4.1 Carbohidratos

Se realizé la curva de calibracion con una R?: 0.99
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Grafica 12: Curva de calibracion de carbohidratos

7.4.2 Proteinas

Se realizé la curva de calibracion con una R%: 0.995
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Grafica 13: Curva de calibracién de proteinas
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7.4.3 Lipidos

Se realiz6 la curva de calibracion con tres diferentes tipos de lipidos, para fosfolipido
obtuvimos una R?: 0.977; para el colesterol una R? 0.9608 y para triglicérido R2:
0.99.

Area del grafice l

0.3

fosfolipido

y =0.0397x + 0.0111

0.25 1
R*=057

02

2

2 045 1
01

0.05 1

30 60 90 120 150 180

Grafica 14: Curva de calibracion de fosfolipidos
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Grafica 15: Curva de calibracién de colesterol
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triglicerido
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Grafica 16: Curva de calibracidon de triglicéridos

Los resultados de los analisis bromatoldgicos de proteinas, carbohidratos y lipidos
se agrupan en la tabla 24.

Tabla 24: Porcentajes de carbohidratos, proteinas y lipidos

Carbohidratos (%)

Proteina (%)

Lipidos (%)

Control

21%

59%

13.17%

Reactores

18.75%

34%

10.89%

8. Discusion

En el presente estudio se llevo a cabo el cultivo con la microalga Coelastrella sp y
la cianobacteria Limnospira maxima para el tratamiento del agua residual del
nejayote. Siendo esta ultima la que se selecciond para lograr un escalamiento a
reactores de 20 litros.

En el caso de Coelastrella sp. Gardner et al., (2011) y Azcatl-Delgadillo et al., (2022),
evaluaron el efecto del pH en esta especie y obtuvieron que los valores éptimos
para su crecimiento deben encontrarse en un rango entre 7.4 y 10. En este estudio
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se registraron valores de pH entre 6 y 7, estos resultados fueron inferiores a los
adecuados y esto pudo influir en el crecimiento 6ptimo del cultivo.

El medio de cultivo utilizado ademas del pH bajo, tiene alta carga organica y
coloracién que dificulta la penetracion de la luz para la fotosintesis. ElI pH 6ptimo
para la mayoria de las especies del género Limnospira se encuentran en el rango
de 9.5 a 11, en este trabajo se lograron mantener durante el tiempo del cultivo
valores de 9y 11.

Limnospira maxima corresponde al grupo de la cianobacterias con potencial en la
mejora de la calidad del agua, la eliminacion de diversos nutrientes y la remocién
de metales pesados (Srivastava & Pandey 2022). Otro factor importante es su
capacidad para crecer en sitios contaminados y lograr mejorar la calidad del agua
en esos habitats; ademas tienen un alto requerimiento de nitrégeno y fésforo y por
lo tanto las aguas residuales ricas en estos nutrientes pueden servir como medio de
cultivo reduciendo indirectamente la carga de nutrientes (Pandey et al., 2015).

Actualmente no existen trabajos reportados en la literatura en donde se haya
trabajado Limnospira maxima para el tratamiento del agua del nixtamal; sin
embargo, esta especie si ha sido empleada para tratar diferentes tipos de aguas
residuales. Meza-Rojas & Castaneda (2018) evaluaron el crecimiento de Limnospira
maxima en efluentes de acuicultura en donde se pudo observar una reduccion
significativa en las concentraciones de diferentes nutrientes como fueron amonio,
nitrito y fosfatos, aqui se reportaron porcentajes de remocién del 94.8%, 90% y 92%
para cada nutriente. Estos resultados fueron mayores a los reportados en la tesis
presente y esto puede tener diferentes variaciones, relacionados con el tipo y la
composicion del agua residual, en este caso la composicion del nejayote varia en
concentracion de nutrientes, el pH, la turbidez, la presencia de metales pesados y
de materia organica. Por lo que puede influir tanto en el crecimiento de Limnospira
maxima como en su capacidad de absorcién de nutrientes. Otro factor que puede
variar es el tiempo de tratamiento, algunos estudios reportan aumentos
significativos en remocion después de los 7 o0 10 dias y el disefio experimental es
también importante; ya que se puede trabajar en biorreactores cerrados como fue
el caso de esta tesis o bien en sistemas abiertos como en el trabajo reportado por
Meza-Rojas & Castaneda (2018).

Buitron (2025) realizdé un estudio sobre alternativas de tratamiento de aguas de
nixtamal proponiendo el uso de microalgas donde reportd que ciertas especies
pueden adaptarse al nejayote debido a su alto contenido de nutrientes como
nitrégeno y fosforo. Aqui se utilizaron las especies Chlorella vulgaris y Tetradesmus
obliquus en donde ambas demostraron buena adaptacion al medio y capacidad para
remover nutrientes; y entre los resultados obtuvieron porcentajes significativos de
remocion de nitrégeno y fosforo (entre 50 y 70%), siendo estos similares a los
obtenidos en esta tesis. Sin embargo, el tratamiento realizado con Limnospira
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maxima presento porcentajes mayores a los obtenidos en este articulo mencionado,
teniendo remocién del 80% aproximadamente para Ny P.

Es importante mencionar que los resultados de un tratamiento de aguas residuales
van a depender de diversos factores, como pueden ser la luz, el pH, el tipo de
microalga utilizada, el medio de cultivo implementado, pero lo relevante de este tipo
de estudios es lograr encontrar las especies que presenten resultados mas
alentadores para posteriormente y dependiendo de lo obtenido se puedan proponer
la fabricacion de diversos bioproductos.

Ortiz-Villota et al., (2018), trabajaron también con el género Limnospira maxima para
tratar la eutrofizacion de la laguna Ubaque en Colombia, donde el objetivo principal
era remover nutrientes como nitratos, nitritos y fosfatos del agua de este cuerpo
acuatico, ocasionado por los vertimientos de agua residuales y proliferacién de
macrofitas. Logrando resultados muy alentadores en porcentajes de remocion de
nitritos de hasta 82% y de fosfatos de hasta 88%, ligeramente mas altos a los
obtenidos en esta tesis.

Esta especie probada en diferentes efluentes demuestra que puede ser utilizada
para la ficorremediacion tomando en cuenta factores primordiales como el pH
optimo que debe oscilar entre 8.5y 10.5.

El crecimiento de microalgas en agua de nixtamal puede verse influido, ya sea de
manera positiva o negativa y esto va a depender de las caracteristicas especificas
del agua. Hablando en particular del nejayote, debido a que contiene altos niveles
de nitrégeno, fésforo y compuestos organicos puede ser utilizado como una fuente
de nutrientes para las microalgas lo cual permite que se promueva un crecimiento
rapido de algunas especies (Delgadillo-Mirquez, et al., 2016).

La dilucion del efluente destinado a los cultivos de microalgas permite equilibrar la
concentracion de nutrientes esenciales y, al mismo tiempo, disminuir la presencia
de compuestos potencialmente toxicos. Este ajuste favorece un crecimiento celular
mas saludable y eficiente, asegurando que las microalgas puedan desarrollarse en
condiciones optimas para su proliferacién y metabolismo (Crespo et al., 2021; Costa
etal., 2010). Y al utilizar estos efluentes como medio de cultivo se optimizan costos,
ya que el elegir un medio que balancee costo y eficiencia es crucial y fundamental
para la viabilidad econdémica especialmente en cultivos a gran escala (Gupta & Bux.,
2019).

Una vez que las microalgas han completado la remediacion del efluente, los analisis
de su biomasa son importantes en virtud de que nos permiten evaluar la calidad y
el potencial de la biomasa generada ademas de que nos permiten determinar la
composicién nutricional y la presencia de compuestos de interés; lo cual es esencial
para diversas aplicaciones industriales y ambientales. Y los resultados obtenidos en
estos analisis nos permitirdn evaluar la realizacion del bioproducto como
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biocombustibles, alimentos para animales, fertilizantes y otros productos de valor
agregado (Fonnegra.,2024; Gonzalez-Portela et al., 2024).

Comparada con otras especies como Chlorella vulgaris y Tetradesmus obliquus,
Limnospira maxima exhibe una mayor tolerancia a variaciones de pH, salinidad y
carga organica; las cuales son caracteristicas tipicas de aguas residuales,
industriales o agropecuarias. Aunque especies como Chlorella pueden alcanzar
tasas de crecimiento mas rapidas en condiciones controladas. En este caso
Spirulina ha logrado mantener una alta eficiencia en la remocién de nutrientes como
nitrégeno y fosforo, incluso en medios complejos como lixiviados de frutas o agua
sulfatadas. Hablando en particular de su biomasa, esta especie mantiene
porcentajes competitivos de proteinas entre 45 y 60% lipidos de hasta un 30% y
carbohidratos de entre 10-20%; lo cual llega a ser comparables e incluso superior
en ciertas especies de microalgas clorofitas (Vonshak., 1997; Lépez-Pacheco et al.,
2019)

Limnospira maxima es catalogada como una especie altamente competitiva y
multifuncional donde destaca principalmente en entornos residuales donde la
resiliencia, la capacidad de biorremediacion y la valorizacion de biomasa son
esenciales. Su comparacion con otras especies revela que, si bien no es la mas
veloz en su crecimiento si es una de las mas prometedoras en cuanto a versatilidad
y aprovechamiento integral (Becker., 2007).

En el presente estudio se obtuvieron valores para carbohidratos de 18.75%, 34%
de proteinas y 10.89% de lipidos; los cuales pueden considerarse adecuados para
la fabricacion de biofertilizante; aunque su idoneidad depende del tipo de aplicacion
agricola y del balance nutricional deseado en el producto final. Siendo mas
especificos, por parte de los carbohidratos, estos aportan carbono organico que
logra mejorar la estructura del suelo y sirve como fuente de energia para
microorganismos beneficiosos. El nivel obtenido en el estudio es aceptable,
especialmente si se busca favorecer la actividad microbiana en el suelo, para el
caso de los lipidos, contienen acidos grasos que pueden tener efectos
bioestimulantes y ademas de actuar como precursores en sustancias con actividad
hormonal en plantas, también pueden ayudar a la liberacion regulada de nutrientes
al retardar su mineralizacion (Rawat et al., 2011).

Finalmente, el porcentaje de proteinas obtenido aunque es un nivel inferior habitual
en estudios con Limnospira maxima en otro tipo de agua residuales, el porcentaje
obtenido se sigue considerando util debido a que las proteinas aportan nitrégeno
organico que en el suelo se convierte gradualmente en formas asimilables para las
plantas (nitrato o amonio). Este bajo porcentaje obtenido en el estudio puede
deberse al tipo de agua residual, que fue el nejayote y a su disponibilidad limitada
de nitrégeno. Estos resultados en conjunto indican una biomasa con un perfil
equilibrado para fines de biofertilizantes, puesto que se orienta a estimular el

75



microbiota del suelo, mejorar la materia organica y liberar nutrientes gradualmente
(Rawat et al., 2011).

Llevar a cabo el desarrollo de biofertilizantes es fundamental hoy en dia porque
representa una alternativa sostenible, ecoldgica y econdmicamente viable frente a
los fertilizantes quimicos convencionales. Esto debido a que reducen el impacto
ambiental, dado que los fertilizantes convencionales contaminan cuerpos de agua
por escorrentia, causando fendmenos como la eutrofizacion. Los biofertilizantes, al
estar compuestos por microorganismos beneficiosos o biomasa organica (como
microalgas), no generan residuos toxicos ni alteran negativamente los ecosistemas
(Adesemoye et al., 2009). Los biofertilizantes revitalizan los suelos al mejorar la
actividad microbiana, aumentar la materia organica y facilitar la disponibilidad de
nutrientes (Vessey., 2003)

También los biofertilizantes pueden producirse localmente a partir de residuos
organicos (como aguas residuales), reduciendo costos y promoviendo la economia
circular y ademas, representan una seguridad alimentaria y en la salud, esto porque
el uso excesivo de quimicos en la agricultura puede dejar residuos en los alimentos,
afectando la salud humana y los biofertilizantes son seguros, no toxicos y permiten
una producciéon mas limpia, alineada con los principios de la agricultura organica
(Vessey., 2003).

Dia a dia el problema de la contaminacién del agua ha escalado a problematicas
muy severas debido a las diversas fuentes de origen de las aguas residuales,
desafortunadamente y pese a que existen normas oficiales que regulan los
porcentajes permisibles en efluentes, y a las plantas de tratamiento los esfuerzos
no han sido suficientes para combatir esta problematica que dia a dia se sigue
incrementando. Por lo que, se recomienda que, estos trabajos de ficorremediacion
constituyen una alternativa para solucionar estos problemas, generando ademas
del beneficio ambiental, una biomasa rica en nutrientes que puede apoyar a la
seguridad alimentaria al ser utilizada como biofertilizante.

El uso de las microalgas para la biorremediacion es sin duda alguna un tipo de
tratamiento que debe seguir siendo estudiado e implementado no solo en un sector
de investigacion, sino también implementado a gran escala puesto que las ventajas
que presenta como eficiencia, bajo costo y ser amigable con el medio ambiente son
relevantes a comparacion de lo que pueden ofrecernos técnicas convencionales
entre las cuales el costo es muy alto y se pueden realizar técnicas quimicas que
puedan afectar a los cuerpos de agua.
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9. Conclusiones

e La ficorremediacion es una opcidon eficiente y amigable con el medio
ambiente para tratar aguas residuales y en este trabajo se logré una
remocidn de nutrientes significativa de aproximadamente 60% en el efluente
tratado.

e Las especies Coelastrella sp, y Limnospira maxima, se adaptaron al agua de
nejayote a diferentes diluciones para la biorremediacién de este efluente.

e La especie Coelastrella sp. se debe seguir investigando para procesos de
biorremediacion; ya que produce compuestos de alto valor agregado como
betacarotenos y lipidos que pueden ser utilizados como fuente de
biocombustibles.

e El nejayote es uno de los principales efluentes contaminantes en México por
lo que su tratamiento requiere investigacion, ya que al haberse demostrado
su efecto negativo producto de los analisis realizados por elevados niveles
de nutrientes permite llevar a cabo alternativas como la ficorremediacion, la
cual permitira con éxito su aplicacion beneficiosa.

o Este proyecto se enmarco en los procesos de economia circular al utilizar un
efluente contaminado como medio de cultivo para algas, las cuales
demostraron su actividad biodegradadora de limpiar el efluente, y por tal
motivo contribuyen a la reduccion de contaminantes logrando un agua limpia
y una biomasa algal cosechada que tiene alto potencial para ser utilizada
como biofertilizante.

77



10. Referencias

Abdel-Raouf, N., Al-Homaidan, A., & lbraheem, |. (2012). Microalgae and
wastewater treatment. Saudi Journal of Biological Sciences, 19(3), 257-275.

Abdulgader, G., Barsanti, L., & Tredici, M. R. (2000). Harvest of Arthrospira platensis
from Lake Kossorom (Chad) and its household usage among the Kanembu. Journal
of Applied Phycology, 12(6), 493—498.

Abe, K., Takizawa, H., Kimura, S., & Hirano, M. (2004). Characteristics of chlorophyll
formation of the aerial microalga Coelastrella striolata var. multistriata and its
application for environmental biomonitoring. Journal of Bioscience and
Bioengineering, 98(1), 34-39.

Acosta-Estrada, B. A., Lazo-Vélez, M. A., Nava-Valdez, Y., Gutiérrez-Uribe, J. A., &
Serna-Saldivar, S. O. (2014). Improvement of dietary fiber, ferulic acid and calcium
contents in pan bread enriched with nejayote food additive from maize (Zea mays).
Journal of Cereal Science, 60(1), 264—269.

Adesemoye, A. O., Torbert, H. A., & Kloepper, J. W. (2009). Plant growth-promoting
rhizobacteria allow reduced application rates of chemical fertilizers. Microbial
Ecology, 58(4), 921-929.

Agencia de Servicios a la Comercializacion y Desarrollo de Mercados
Agropecuarios. (2018). ¢ Conoces el origen del maiz? Gobierno de México.

Aguilar Moreno, J. A. (2022). Tratamiento de aguas residuales con el uso de la
microalga Chlorella vulgaris para la remociéon de materia organica [Tesis de
licenciatura, Universidad Cientifica del Sur].

Aly, O. A, Shehata, S. A., & Farag, H. (1984). Uptake and accumulation of selected
herbicides by the freshwater alga Scenedesmus. Archives of Environmental
Contamination and Toxicology, 13(6), 701-705.

Ali, H. E. A., EI-Sheekh, M. M., Almutairi, M. H., EI-Metwally, M. A., & Shafik, H. M.
(2022). Formation of lutein, B-carotene and astaxanthin in a Coelastrella sp.
(Chlorophyceae) strain isolated from Egypt. Journal of Applied Phycology, 34(3),
1117-1128.

Argun, M. S. (2017). Treatment and alternative usage possibilities of a special
wastewater: Nejayote. Journal of Food Process Engineering, 40(2), €12609.

Arredondo Vega, B. O., & Voltolina, D. (2007). Métodos y herramientas analiticas
en la evaluacion de la biomasa microalgal (1.2 ed.). Centro de Investigaciones
Biologicas del Noroeste (CIBNOR).

78



Avifia Padilla, K., Pineda Rodriguez, Y. Y., Herazo Cardenas, D. S., Vallejo Isaza,
A., Pompelli, M. F., Jarma Orozco, A., Jaraba Navas, J. D., Cordero Ocampo, J. D.,
Gonzalez Berrio, M., Vegliante Arrieta, D., Pico Gonzalez, A., Ariza Gonzalez, A., &
Rodriguez Paez, L. A. (2024). Optimal laboratory cultivation conditions of Limnospira
maxima for large-scale production. Biology, 12(12), 1462.

Azcatl Delgadillo, R., Vazquez, M., & Rodriguez Palacio, M. C. (2022).
Biorremediacion del nejayote utilizando la microalga Coelastrella sp. En Las mujeres
en la ciencia. Universidad Autonoma Metropolitana (UAM).

Barcel6, D., & Lépez, M. J. (2007). Contaminacién y calidad quimica del agua: El
problema de los contaminantes emergentes. En Panel Cientifico-Técnico de
Seguimiento de la Politica de Aguas. Instituto de Investigaciones Quimicas y
Ambientales-CSIC.

Barros, A. |., Gongalves, A. L., Simdes, M., & Pires, J. C. M. (2015). Harvesting
techniques applied to microalgae: A review. Renewable and Sustainable Energy
Reviews, 41, 1489-1500.

Beaulier, C., Dannay, M., Devime, F., Baggio, C., El Sakkout, N., Raillon, C.,
Courson, O., Bourguignon, J., Alban, C., & Ravanel, S. (2023). Characterization of
a uranium-tolerant green microalga of the genus Coelastrella with high potential for
the remediation of metal-polluted waters. Preprint available at Cold Spring Harbor
Laboratory.

Becker, E. W. (2007). Micro-algae as a source of protein. Biotechnology Advances,
25(2), 207-210.

Belay, A. (2002). The potential application of Spirulina (Arthrospira) as a food
supplement and in biotechnology: A review. Journal of Applied Phycology, 14(5),
343-349.

Bligh, E. G., & Dyer, W. J. (1959). A rapid method of total lipid extraction and
purification. Canadian Journal of Biochemistry and Physiology, 37(8), 911-917.

Bolafios-Alfaro, J., Cordero-Castro, G., & Segura-Araya, G. (2017). Determinacion
de nitritos, nitratos, sulfatos y fosfatos en agua potable como indicadores de
contaminacion ocasionada por el hombre, en dos cantones de Alajuela (Costa Rica).
Tecnologia en Marcha, 30(4), 5-27.

Buitrén, G. (2025). Alternativas de tratamiento de agua nixtamalizada: Una
propuesta de uso de microalgas [Tesis, Universidad de Guanajuato]. Repositorio
Institucional UG.
https://repositorio.ugto.mx/bitstream/20.500.12059/10266/1/04ALTERNATIVAS %2
ODE%20TRATAMIENTO%20DE%20AGUA%20NIXTAMALIZADA%20UNA.pdf

Chiu, S.-Y., Kao, C.-Y., Huang, T.-T., Lin, C.-J., Ong, S.-C., Chen, C.-D., Chang, J.-
S., & Lin, C.-S. (2011). Microalgal biomass production and on-site bioremediation of

79



carbon dioxide, nitrogen oxide and sulfur dioxide from flue gas using Chlorella sp.
cultures. Bioresource Technology, 102(19), 9135-9142.

Collazos, C. (2008). Tratamiento de aguas residuales domésticas e industriales.
Universidad Nacional de Colombia, Facultad de Ingenieria.

Comision Nacional del Agua (CONAGUA) & Secretaria de Medio Ambiente y
Recursos Naturales (SEMARNAT). (2011). Estadisticas del agua en Meéxico
(Edicién 2011).

Contreras-Flores, C., Pefia-Castro, J., Flores-Cotera, L., & Canizares-Villanueva, R.
(2003). Avances en el disefio conceptual de fotobiorreactores para el cultivo de
microalgas. Interciencia, 28(8), 450—456.

Corato, A, Le, T. T., Baurain, D., Jacques, P., Remacle, C., & Franck, F. (2022). A
fast-growing oleaginous strain of Coelastrella capable of astaxanthin and
canthaxanthin accumulation in phototrophy and heterotrophy. Life, 12(3), 390.

Cornejo, M. (2017). La biorremediacion como una estrategia para eliminar

contaminantes. FONDECYT. http://www.cienciactiva.gob.pe/embajadores/la-biorremediacion-
como-unaestrategia-para-eliminar-contaminantes

Corato, A., Le, T. T., Baurain, D., Jacques, P., Remacle, C., & Franck, F. (2022). A
fast-growing oleaginous strain of Coelastrella capable of astaxanthin and
canthaxanthin accumulation in phototrophy and heterotrophy. Life, 12(3), 334

Costa, J. A. V., Colla, L. M., Filho, P. F. D., & Bertolin, T. E. (2010). Cultivation of
microalgae from biological treatment of swine wastewater. Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, 30(1), 173—178.

Crespo, P. S., Pefia, C., Alvarez, J., Morales, M., & Gonzalez, R. (2021). Wastewater
from the demineralization of cheese whey for cost-efficient cultivation of Limnospira
maxima. Journal of Applied Phycology, 33(3), 1571-1581.

Cuaresma, M., Janssen, M., Vilchez, C., & Wijffels, R. H. (2011). Horizontal or
vertical photobioreactors? How to improve microalgae photosynthetic efficiency.
Bioresource Technology, 102(8), 5129-5137.

Daneshvar, E., Ok, Y. S., Tavakoli, S., Sarkar, B., Shaheen, S. M., Hong, H., Luo,
Y., Rinklebe, J., Song, H., & Bhatnagar, A. (2021). Insights into upstream processing
of microalgae: A review. Bioresource Technology, 329, 124870.

Davalos, T. (2025, 14 de julio). Investigador mexicano desarrolla tratamiento
biolégico para el nejayote, agua residual de la nixtamalizacion del maiz. SinEmbargo
MX. Recuperado de https://www.sinembargo.mx/3262483/investigador-mexicano-
desarrolla-tratamiento-biologico-para-el-nejayote-agua-residual-de-la-
nixtamalizacion-del-maiz/

80


http://www.cienciactiva.gob.pe/embajadores/la-biorremediacion-como-unaestrategia-para-eliminar-contaminantes
http://www.cienciactiva.gob.pe/embajadores/la-biorremediacion-como-unaestrategia-para-eliminar-contaminantes

Delgadillo-Mirquez, L., Lopez, F., Taidi, B., & Pareau, D. (2016). Nitrogen and
phosphate removal from wastewater with a mixed microalgae and bacteria culture.
Bioprocess and Biosystems Engineering, 39(3), 619—-628.

Demirbas, A. (2009). Political, economic and environmental impacts of biofuels: A
review. Energy, 86(Suppl. 1), S108-S117.

Department of Health and Ageing Office of the Gene Technology Regulator
(DHAOGTR). (2008). The biology of Zea mays L. ssp. mays (maize and corn). Office
of the Gene Technology Regulator, Australian Government.

Dominguez Gomez, M., Garrido Pérez, M. del C., Ruiz Gonzalez, J., & Perales
Vargas Machuca, J. A. (2020). Ficorremediacion de aguas residuales urbanas de
pequefios municipios con microalgas. Revista Cientifica Ecociencia, 7(3), 1-27.
https://doi.org/10.21855/ecociencia.73.338

Drapcho, C. M., Nhuan, N. P., & Walker, T. H. (2008). Biofuels engineering process
technology (Vol. 2). McGraw Hill International.

DuBois, M., Gilles, K. A., Hamilton, J. K., Rebers, P. A., & Smith, F. (1956).
Colorimetric method for determination of sugars and related substances. Analytical
Chemistry, 28(3), 350-356.

FAO. (2010). Maize in human nutrition: Types of maize. Food and Agriculture
Organization. Rome, Italy.

FAO. (2018). Term portal: Agricultura organica. http://www.fao.org/faoterm

Farias, A. (2011). Determinacion de parametros de la microalga Isochrysis aff.
galbana: Comparacion de un fotobioreactor continuo versus un cultivo batch [Tesis
de licenciatura, Universidad Austral de Chile].

Fazal, T., Mushtaq, A., Rehman, F., Ullah Khan, A., Rashid, N., Farooq, W.,
Rehman, M. S. U., & Xu, J. (2018). Bioremediation of textile wastewater and
successive biodiesel production using microalgae. Renewable and Sustainable
Energy Reviews, 82, 3107-3126

Fenech, C., Rock, L., Nolan, K., Tobin, J., & Morrissey, A. (2012). The potential for
a suite of isotope and chemical markers to differentiate sources of nitrate
contamination: A review. Water Research, 46(7), 2023—-2041.

Filali, R., Tian, H., Micheils, E., & Taidi, B. (2021). Evaluation of the growth
performance of microalgae based on fine pH changes. Austin Journal of
Biotechnology & Bioengineering, 8(1), 1-7.

Folch, J., Lees, M., & Sloane Stanley, G. H. (1956). A simple method for the isolation
and purification of total lipides from animal tissues. The Journal of Biological
Chemistry, 226(1), 497-509.

81


http://www.fao.org/faoterm

Fonnegra Yépez, D. I. (2024). Aplicacion de microalgas para la depuracion de aguas
residuales y la generacion de energia sostenible [Tesis de maestria, Tecnoldgico de
Antioquia I.U.].

Fu, X, Hou, R,, Yang, P., Qian, S., Feng, Z., Chen, Z., Wang, F., Yuan, R., Chen,
H., & Zhou, B. (2022). Application of external carbon source in heterotrophic
denitrification of domestic sewage: A review. Science of the Total Environment, 817,
153061.

Fundacion Chile, CORFO. (2011). Manual de tecnologias de remediacion de sitios
contaminados.  https://fch.cl/wp-content/uploads/2019/10/manual-de-tecnologias-
de-remediacion-de-sitios-contaminados_baja-1.pdf

Gardner, R., Peters, P., Peyton, B., & Cooksey, K. (2011). Medium pH and nitrate
concentration effects on accumulation of triacylglycerol in two members of the
Chlorophyta. Journal of Applied Phycology, 23(6), 1005-1016.

Garzén, J., Rodriguez, J., & Hernandez, C. (2017). Aporte de la biorremediacién
para solucionar problemas de contaminacién y su relacion con el desarrollo
sostenible. Universidad y Salud, 19(3), 309-318.

Gerde, J. A, Yao, L., Lio, J., Wen, Z., & Wang, T. (2014). Microalgae flocculation:
Impact of flocculant type, algae species and cell concentration. Algal Research, 3(1),
30-35.

Gharagozloo, P. E., Drewry, J. L., Collins, A. M., Dempster, T. A., Choi, C. Y., James,
S. C,, Ronga, D., Biazzi, E., Parati, K., Carminati, D., Carminati, E., & Tava, A.
(2014). Microalgal biostimulants and biofertilisers in crop production. Agronomy,
9(4), 122.

Gonzalez-Portela, R. E., Romero-Villegas, G. I., Kapoore, R. V., Alammari, Z. M.,
Malibari, R. A., Al Shaikhi, A., Al Hafedh, Y., Aljahdali, A. H., Banjar, R. E., Mhedhbi,
E., Filimban, A., Padri, M., & Fuentes-Granewald, C. (2024). Cultivation of
Limnospira maxima under extreme environmental conditions in Saudi Arabia:
Salinity adaptation and scaling-up from laboratory culture to large-scale production.
Bioresource Technology, 406, 131089.

Graham, L. E., & Wilcox, L. W. (2000). Introduction to the algae. Prentice-Hall.

Golik, S. I., Larran, S., Gerard, G. S., & Fleitas, M. C. (2018). Maiz: Importancia,
origen, sistematica, morfologia y composicion quimica. En Cereales de verano (pp.
1-35). Universidad Nacional de La Plata, Facultad de Ciencias Agrarias vy
Forestales.

Gualan, J. C., & Medina, A. R. (2020). Agrobiologia: Una visidon general y sus
aplicaciones. ResearchGate.
https://www.researchgate.net/publication/342293464 Agrobiologia Una vision ge
neral y sus aplicaciones

82


https://www.researchgate.net/publication/342293464_Agrobiologia_Una_vision_general_y_sus_aplicaciones
https://www.researchgate.net/publication/342293464_Agrobiologia_Una_vision_general_y_sus_aplicaciones

Guevara Pérez, A. (2015). Nixtamalizacion del maiz. Centro de Investigacion y
Capacitacion en Tecnologia Alimentaria y Agroindustrial — FDA.

Guiry, M. D., & Guiry, G. M. (2016). AlgaeBase. World-wide electronic publication.
National University of Ireland, Galway.

Guldhe, A., Kumari, S., Ramanna, L., Ramsundar, P., Singh, P., Rawat, ., & Bux,
F. (2017). Prospects, recent advancements and challenges of different wastewater
streams for microalgal cultivation. Journal of Environmental Management, 203, 299—
315.

Gupta, S., & Bux, F. (2019). Microalgae: Cultivation, applications and challenges.
Academic Press.

Gutiérrez Barroso, Y., Gonzalez Ledn, D., Safonts Grenier, L., del Valle Martinez,
J., & Gonzalez Lopez, M. (2024). Evaluacion de la influencia de diferentes medios
de cultivo sobre el crecimiento de Arthrospira platensis: €360. Revista Cubana de
Ingenieria, 14(3). https://rci.cujae.edu.cu/index.php/rci/article/view/878

Gutiérrez-Lépez, G. F., Salinas-Ruiz, J., & Rodriguez-Garcia, M. E. (2011).
Tratamiento y aprovechamiento de aguas residuales del proceso de
nixtamalizacion. Revista Internacional de Contaminacion Ambiental, 27(4), 305—
319.

Guzman-Burneo, M., & Gonzalez, R. (2016). Catalogo de microalgas y
cianobacterias de agua dulce del Ecuador. Corporacién para la Investigacion
Energética.

Harun, R., Singh, M., Forde, G. M., & Danquah, M. K. (2010). Bioprocess
engineering of microalgae to produce a variety of consumer products. Renewable
and Sustainable Energy Reviews, 14(3), 1037-1047.

Hernandez-Pérez, A., & Labé, J. (2014). Microalgas, cultivo y beneficios. Revista de
Biologia Marina y Oceanografia, 49(2), 157-173.

Hudaib, B. (2021). Treatment of real industrial wastewater with high sulfate
concentrations using modified Jordanian kaolin sorbent: Batch and modelling
studies. Heliyon, 7(11), e08351.

Izquierdo, A. (2013). Biodegradacion de HAPs durante la biorremediacion aerobica
de suelos contaminados con hidrocarburos del petroleo [Tesis doctoral, Universitat
de Barcelonal.

Jacome-Pilco, C., Ballesteros, C., Rea, E., Rea Cayambe, L., & Poma-Villafuerte, P.
(2021). Microalgas en el tratamiento de aguas residuales generadas en industrias
de curtiembres. Universidad Estatal de Bolivar

Johnson, E. T., & Schmidt-Dannert, C. (2008). Light-energy conversion in
engineered microorganisms. Trends in Biotechnology, 26(12), 682—689.

83


https://rci.cujae.edu.cu/index.php/rci/article/view/878

Jourdan, J.-P. (2005). Cultivo artesanal de espirulina (Version 2005/17p)
[Presentacion en lineal. TechnAp-Spiruline.
https://es.slideshare.net/slideshow/spiruline-cultivoartesanaldespirulina-
jpjourdanv200517p/3504 3981

Jucherski, A., Walczowski, A., Bugajski, P., Jozwiakowski, K., Rodziewicz, J.,
Janczukowicz, W., Wu, S., Kasprzyk, M., Gajewska, M., & Mielcarek, A. (2022).
Long-term operating conditions for different sorption materials to capture phosphate
from domestic wastewater. Sustainable Materials and Technologies, 31, e00385.

Kaya, V. M., de la Nole, J., & Picard, G. (1995). A comparative study of four systems
for tertiary wastewater treatment by Scenedesmus bicellularis: New technology for
immobilization. Journal of Applied Phycology, 7(1), 85-95.

Krause, V. M., Tucker, K. L., Kuhnlein, H. V., Lépez, P. C. Y., Ruz, M., & Solomons,
N. W. (1992). Rural-urban variation in limed maize use and tortilla consumption by
women in Guatemala. Ecology of Food and Nutrition, 28(4), 279-288.

Lazcano, C. (2016). Biramireotecnologia ambiental de aguas y aguas residuales.
ECOE.

Lomas, E. (2017). ElI empleo de microalgas en la arquitectura sostenible.
Universidad Politécnica de Madrid.

Lopez-Pacheco, I. Y., Carrillo, D., Salinas, C., Silva, A., Arévalo, A., Barceld, D.,
Afewerki, S., H.,, M. N.; & Parra, R. (2019). Combination of nejayote and swine
wastewater as a medium for Arthrospira maxima and Chlorella vulgaris production
and wastewater treatment. Science of the Total Environment, 676, 356—367.

Liu, Y. (2023). Efectos de la contaminacién por fuentes puntuales en rios urbanos.
Environmental Science and Pollution Research, 30(15), 45012—-45025.

Luo, L., He, H., Yang, C., Wen, S., Zeng, G., Wu, M., Zhou, Z., & Lou, W. (2016).
Nutrient removal and lipid production by Coelastrella sp. in anaerobically and
aerobically treated swine wastewater. Bioresource Technology, 216, 135-141.

Maltsev, Y., Maltseva, S., & Kulikovskiy, M. (2021). Lipid accumulation by
Coelastrella multistriata (Scenedesmaceae, Chlorophyta) under nitrogen starvation.
Scientific Reports, 11(1), 9234.

Marchello, A. E., Lombardi, A. T., Dellamano-Oliveira, M. J., & Souza, S. D. O.
(2015). Microalgae population dynamics in photobioreactors with secondary sewage
effluent as culture medium. Brazilian Journal of Microbiology, 46(1), 75—84.

Martinez, G. S. (1984). Biological treatability of the wastewaters from the alkaline
cooking of maize (Indian corn). Environmental Technology Letters, 5(8), 365-372.

Martinez-Garcia, S. (2022). Production of Arthrospira platensis: Effects on growth
and cultivation conditions. Journal of Applied Phycology, 34(2), 123-140.

84



Martinez-Ruiz, A., Buitron, G., & Razo-Flores, E. (2022). Culturing Arthrospira
maxima in mining wastewater: Pilot-scale study for sulfate removal and sequential

recovery of phycocyanin and lipids. Journal of Environmental Chemical Engineering,
10(5), 107401.

Mata, T. M., Martins, A. A., & Caetano, N. S. (2010). Microalgae for biodiesel
production and other applications: A review. Renewable and Sustainable Energy
Reviews, 14(1), 217-232.

Medina, N., Millan, C., Lizardi, J., Rascon, C., Marquez, E., & Lopez, M. (2009).
Maize processing wastewater arabinoxylans: Gelling capability and cross-linking
content. Food Chemistry, 115(4), 1286—-1290.

Medina, A., PifAa, P., Nieves, M., Arzola, J., & Guerrero, M. (2012). La importancia
de las microalgas. Biodiversitas, 103, 1-5.

Meza-Rojas, L. D., & Castafeda, M. (2018). La biorremediacion con microalgas
(Spirulina maxima, Spirulina platensis y Chlorella vulgaris) como alternativa para
tratar la eutrofizacion de la laguna de Ubaque, Colombia. Revista de Investigacion,
Desarrollo e Innovacioén, 9(1), 163—174.

Miramontes-Pifia, C. U. (2012). Situacioén actual y perspectivas del maiz en México
1996—-2012. Servicios de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP).

Mthembu, M. S., Swalaha, F. M., Basson, A. K., Ndulini, S. F., Mokoena, G. T., &
Mthembu, Q. N. (2021). Sulfate removal from industrial wastewater in a hydroponic
system planted with Bidens pilosa L. Physics and Chemistry of the Earth, 124,
103039.

Mulgund, A. (2022). Increasing lipid accumulation in microalgae through
environmental manipulation, metabolic and genetic engineering: A review in the
energy NEXUS framework. Energy Nexus, 5, 100054.

Muller-Feuga, A. (2000). The role of microalgae in aquaculture: Situation and trends.
Journal of Applied Phycology, 12, 527-534.
http://link.springer.com/article/10.1023/A:1008106304417

Mulumba, N., & Farag, |. H. (2012). Tubular photobioreactor for microalgae biodiesel
production. International Journal of Engineering Science and Technology, 4(2), 703—
709.

Munoz Cruz, A. (2008). Caracterizacion y tratamiento de aguas residuales (Trabajo
de grado, Ingeniero Industrial). Instituto de Ciencias Basicas e Ingenieria,
Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo, Hidalgo, México.

Mufoz, R., & Guieysse, B. (2006). Algal-bacterial processes for the treatment of
hazardous contaminants: A review. Water Research, 40, 2799-2815.

85



Ndikubwimana, T., Chang, J., Xiao, Z., Shao, W., Zeng, X., Ng, |.-S., & Lu, Y. (2016).
Flotation: A promising microalgae harvesting and dewatering technology for biofuels
production. Biotechnology Journal, 11, 315-326.

Nowicka-Krawczyk, P., Mduhisteinova, R., & Hauer, T. (2019). Detailed
characterization of the Arthrospira type species separating commercially grown taxa
into the new genus Limnospira (Cyanobacteria). Scientific Reports, 9(1), 1-11.

Ogbonna, J. C., Yoshizawa, H., & Tanaka, H. (2000). Treatment of high strength
organic wastewater by a mixed culture of photosynthetic microorganisms. Journal of
Applied Phycology, 12, 277-284.

Oron, G., Shelef, G., & Levi, A. (1981). Algal polymorphism in high rate wastewater
treatment ponds. Hydrobiologia, 77, 167-175.

Ortiz-Villota, M. T., Romero-Morales, M. A., & Meza-Rodriguez, L. D. (2018). La
biorremediacion con microalgas (Spirulina maxima, Spirulina platensis y Chlorella
vulgaris) como alternativa para tratar la eutrofizacion de la laguna de Ubaque,
Colombia. Revista de Investigacion, Desarrollo e Innovacion, 9(1), 163—-176.

Paliwal, R. L. (2001). Origen, evolucién y difusion del maiz. En R. L. Paliwal, G.
Granados, H. R. Lafitte, & A. D. Violic (Eds.), El maiz en el trépico (Depésito de
documentos de la FAO).

Pandey, A., Pandey, A., & Shukla, S. P. (2015). Cyanobacteria as potential options
for wastewater treatment. En A. Singh, A. Parmar, & R. K. Jain (Eds.),
Cyanobacteria: An economic perspective (pp. 161-174).

Park, K. H., & Lee, C. G. (2000). Optimization of algal photobioreactors using
flashing lights. Biotechnology and Bioprocess Engineering, 5, 186—190.

Parmer, C. (2022). Approved analysis methods for ammonia. OMEGA.

Pedroza, B. R., Duran, B. C., & Rbc. (1987). Characteristics for nejayote aerobic
treatment. Environmental Technology Letters, 8, 579-588.

Peterson, G. L. (1979). Review of the Folin phenol protein quantitation method of
Lowry, Rosebrough, Farr and Randall. Analytical Biochemistry, 100(2), 201-220.

Pienkos, P. T., & Darzins, A. (2009). The promise and challenges of microalgal-
derived biofuels. Biofuel, Bioproducts & Biorefining, 3, 431-440.

Pulz, O., & Gross, W. (2004). Valuable products from biotechnology of microalgae.
Applied Microbiology and Biotechnology, 65, 635—648.

Qiu, R., Gao, S., Lopez, P. A., & Ogden, K. L. (2017). Effects of pH on cell growth,
lipid production and CO, addition of microalgae Chlorella sorokiniana. Algal
Research, 28, 192—199.

86



Ragaza, J. A., Hossain, M. S., Meiler, K. A., Velasquez, S. F., & Kumar, V. (2020).
A review on Spirulina: Alternative media for cultivation and nutritive value as an
aquafeed. Reviews in Aquaculture, 12(4), 2371-2395.

Ramirez-Moreno, L., & Olvera-Ramirez, R. (2006). Uso tradicional y actual de
Spirulina sp. (Arthrospira sp.). Interciencia, 31(9), 657—-663.

Ran, W., Wang, H., Liu, Y., Qi, M., Xiang, Q., Yao, C., Zhang, Y., & Lan, X. (2019).
Storage of starch and lipids in microalgae: Biosynthesis and manipulation by
nutrients. Bioresource Technology, 291, 121894.

Rawat, I., Kumar, R. R., Mutanda, T., & Bux, F. (2011). Dual role of microalgae:
Phycoremediation of domestic wastewater and biomass production for sustainable
biofuels production. Applied Energy, 88(10), 3411-3424.

Ray, M., Kumar, N., Kumar, V., Negi, S., & Banerjee, C. (2019). Microalgae: A way
forward approach towards wastewater treatment and bio-fuel production. In Applied
Microbiology and Bioengineering.

Rehman, A. (2011). Heavy metals uptake by Euglena proxima isolated from tannery
effluents and its potential use in wastewater treatment. Russian Journal of Ecology,
42, 44-49.

Rios Maravilla, A. A. (2020). Evaluacion del nejayote para la obtencion de
biohidrégeno por fermentacion en fase oscura (Tesis de licenciatura). Universidad
Autonoma Metropolitana, México, Ciudad de México.

Romo, P. A. K. (2002). Manual para el cultivo de microalgas. Universidad Auténoma
de Baja California Sur, Departamento de Biologia Marina.

Rosentrater, K. A. (2006). A review of corn masa processing residues: Generation,
properties, and potential utilization. Waste Management, 26, 284—292

Ryu, B. G., Kim, E. J., & Kim, H. S. (2014). Simultaneous treatment of municipal
wastewater and biodiesel production by cultivation of Chlorella vulgaris with
indigenous wastewater bacteria. Biotechnology and Bioprocess Engineering, 19,
201-210.

SAGARPA. (2017). Acuerdo por el que se dan a conocer las reglas de operacion
del Programa de Fomento a la Agricultura. Diario Oficial de la Federacion, 29 de
diciembre de 2017, México.

Salgado-Bernal, C., Duran Dominguez, M., Cruz Arias, M. E., Carballo Valdés, Y.
A., & Martinez Sardifas, S. (2012). Bacterias rizosféricas con potencialidades
fisiologicas para eliminar materia organica de aguas residuales. Contaminacion
Ambiental, 28(1), 10.

Salmerén, A., Rodriguez, M., Pineda, S., Cristiani, U., Juarez, R., Ruiz, O., &
Galindez, M. (2003). Aerobic treatment of maize-processing wastewater (nejayote)

87



in a single-stream multistage bioreactor. Journal of Environmental Engineering and
Science, 2, 401-406.

Santiago-Ramos, D., Figueroa-Cardenas, J. D., Mariscal-Moreno, R. M., Escalante-
Aburto, A., Ponce-Garcia, N., & Véles-Medina, J. J. (2018). Physical and chemical
changes undergone by pericarp and endosperm during corn nixtamalization: A
review. Journal of Cereal Science, 81, 108-117.

Saxena, P. N., Ahmad, M. R., & Shyam, R. (1983). Cultivation of Spirulina in sewage
for poultry feed. Experientia, 39, 1077—-1083.

Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural. (2023). Maiz, cultivo de México.
https://www.gob.mx/agricultura/articulos/maiz-cultivo-de-mexico

Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales. (2007). Informe de la situacién
del medio ambiente en México 2007. Gobierno de México.

Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales. (1996). NOM-001-
SEMARNAT-1996, que establece los Ilimites maximos permisibles de
contaminantes en las descargas de aguas residuales a cuerpos receptores
propiedad de la nacion. Diario Oficial de la Federacion.
https://www.dof.gob.mx/nota_detalle.php?codigo=4720991&fecha=15/11/1996

Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales. (1996). NOM-002-
SEMARNAT-1996, que establece los Ilimites maximos permisibles de
contaminantes en las descargas de aguas residuales a sistemas de alcantarillado.
Diario Oficial de la Federacion.
https://www.dof.gob.mx/nota_detalle.php?codigo=4720993&fecha=15/11/1996

Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera (SIAP). (2022). SIACON-NG:
Sistema de Informacion Agroalimentaria de Consulta. Gobierno de Meéxico.
https://www.gob.mx/siap/documentos/siacon-ng-161430

SIACON. (2022). Superficie de siembra y produccion agricola nacional por tipo de
cultivo. Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), Secretaria de
Agricultura y Desarrollo Rural (SADER).

Singh, S. P., & Singh, P. (2014). Effect of CO, concentration on algal growth: A
review. Renewable and Sustainable Energy Reviews, 38, 172-179.

Soeder, C. J. (1980). Massive cultivation of microalgae: Results and prospects.
Hydrobiologia, 72, 197-2009.

Soni, R. A., Sudhakar, K., & Rana, R. S. (2017). Spirulina — From growth to nutritional
product: A review. Trends in Food Science and Technology, 69, 157-171.

Srivastava, P., & Pandey, A. (2022). Photosynthetic microorganisms for wastewater
treatment and value-added products. En V. K. Gupta, A. Pandey, & S. R. Kondo

88


https://www.gob.mx/agricultura/articulos/maiz-cultivo-de-mexico

(Eds.), Microbes in Resource and Nutrient Recovery via Wastewater Treatment (pp.
421-440).

Steele, D. J. (2015). Cellular viability and the occurrence and significance of
chlorophyll allomers during phytoplankton turnover (Tesis). Faculty of Science and
Technology.

Tilman, D., Balzer, C., Hill, J., & Befort, B. L. (2011). Global food demand and the
sustainable intensification of agriculture. Proceedings of the National Academy of
Sciences, 108(50), 20260-20264.

Trujillo Granda, S. A., & Lapo Lucio, M. A. (2023). Cultivo de Spirulina platensis en
tres medios: Zarrouk, Paoletti y Jordan, para su aplicacion en una microempresa
rural. Universidad Politécnica Salesiana.
https://dspace.ups.edu.ec/handle/123456789/29426

Ulloa, E. (2018). Productos y servicios de biorremediacion. Costa Rica: Procomer.

Velazco, M., Angulo, O., Vazquez, C. D. L., Arroyo, L. A., & Monroy, R. J. A. (1997).
Effect of dried solids of nejayote on broiler growth. Poultry Science, 76, 1531-1534.

Vallejo-lsaza, M. (2023). Cultivo de cianobacteria.  ResearchGate.
https://www.researchgate.net/publication/375742456 Cultivo de cianobacterias

Vazquez-Lopez, M., Jiménez-Ocampo, U. E., & Moreno-Andrade, |. (2023).
Tratamiento anaerobio y valorizacidn energética de las aguas residuales del
proceso de nixtamalizacién del maiz: una revision. Revista AIDIS de ingenieria y
ciencias ambientales: investigacion, desarrollo y practica, 16(1), 309-325.
Universidad Nacional Autonoma de México.

Vessey, J. K. (2003). Plant growth promoting rhizobacteria as biofertilizers. Plant
and Soil, 255(2), 571-586.

Vidali, M. (2001). Bioremediation: An overview. Pure and Applied Chemistry, 73(7),
1163-1172.

Vonshak, A. (1997). Spirulina platensis (Arthrospira): Physiology, cell-biology and
biotechnology. Taylor & Francis.

Warwick, C., Guerreiro, A., & Soares, A. (2013). Sensing and analysis of soluble
phosphates in environmental samples: A review. Biosensors and Bioelectronics,
41(1), 1-11.

Yu, J., Hu, Y., Xue, M., Dun, Y., Li, S., Peng, N., & Zhao, S. (2016). Purification and
identification of antioxidant peptides from enzymatic hydrolysate of Spirulina
platensis. Journal of Microbiology and Biotechnology, 26(7), 1216—-1223.

89


https://dspace.ups.edu.ec/handle/123456789/29426
https://www.researchgate.net/publication/375742456_Cultivo_de_cianobacterias

Zeng, J., Wang, Z., & Chen, G. (2021). Biological characteristics of energy
conversion in carbon fixation by microalgae. Renewable and Sustainable Energy
Reviews, 152, 111701.

90



