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Resumen.

Las aguas residuales de origen agricola y domésticas contienen, entre
otros componentes, altas concentraciones de fosforo inorganico y de nitrégeno,
por lo que pueden originar eutrofizacion en los cuerpos de agua donde se
descargan. Una opcién para remover el fésforo inorganico v el nitrégeno es el
empleo de microalgas. En el presente trabajo se removié nitrogeno amoniacal y
fosforo total disuelto del agua residual tratada de un efluente de un tratamiento
secundario (lodos activados) mediante la utilizaciéon de microalgas
Scenedesmus obliquus inmovilizadas en alginato de sodio; se contrastd la
eficiencia de remocion de nitrégeno amoniacal y fosforo total disuelto de un
sistema de flujo continuo (1.19 ml min™) y un sistema por lote, ambos con un
fotoperiodo de 12 horas de exposicién a la luz por 12 horas en oscuridad y
durante 140 horas aproximadamente. La condicién de cultivo mas eficiente se
escalé a nivel de planta piloto (50 litros) para comparar su eficiencia con los
sistemas de tratamiento convencionales y evaluar la calidad de la microalga
cosechada. Tanto en los bioreactores a nivel laboratorio como en el bioreactor a
nivel piloto se presentaron las mayores remociones de PO, total y de N-NH, a
las 35 hrs de tratamiento, con los siguientes porcentajes. En el fotobioreactor
con flujo continuo (BFC) a nivel laboratorio las remociones de PO, total y de N-
NHj4 fueron 19-68% y 35- 55%, respectivamente. Para los fotobioreactores por
lote nivel laboratorio (BL) los porcentajes de remocién de PO, total y de N-NH4
fueron 57-78% y 45.2-52.9%, respectivamente. Ademas, en los BL la remocion
de SST y DBOs fue mayor que en BFC, por lo que se eligio el BL para su
escalamiento a nivel piloto al aire libre. El fotobioreactor por lote a nivel piloto
(BLP) presento porcentajes de remocién de PO4 y de N-NH,4 de 31.8%-76.4% y
25%-40%, respectivamente; con las mayores remociones de N-NH, por gramo
de peso organico por hora de 23.6 mg a las primeras 35 horas de tratamiento y
1.5 mg de PO, por gramo de peso orgénico por hora en el mismo lapso de
tiempo. La calidad del agua del efluente del fotobioreactor a nivel piloto
comparada con los sistemas convencionales de tratamiento fue menor en
términos de SST y DBOs y solo fue similar en términos de nutrientes con las
cuatro combinaciones de siguientes procesos: lodos activados con filtracion
granular, lodos activados con filtracion granular y adsorcién de carbén, lodos
activados con nitrificacion y lodos activados con nitrificacion-desnitrificacion, por
lo que sdlo se recomienda el uso del efluente para riego agricola. Scenedesmus
obliquus presentd un incremento progresivo en la clorofila a, biomasa, proteinas

y lipidos.
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1. Introduccion.

El aumento en la poblacién humana ha tenido como consecuencia un
incremento en el consumo de agua para fines urbanos, industriales y agricolas,
lo que implica un mayor flujo de contaminantes a los cuerpos de agua, por
descargas de aguas residuales de estas actividades (Kuo-Tung et al., 2005).
Actualmente, a escala global se usa cerca del 65% del agua dulce disponible
para irrigacion, el 20% se usa en las industrias y cerca del 15% es destinado
para uso domeéstico (Levine y Asano, 2004). Estas tendencias mundiales son
reflejadas claramente en el uso del agua a nivel nacional, ya que el 76% del
agua concesionada en el pais es destinada para uso agropecuario (Comision

)

Nacional del Agua, 2005).

Las aguas residuales de origen agricola y de actividades domésticas
contienen, entre otros contaminantes, altas concentraciones de fosforo
inorganico y de nitrégeno, por lo que pueden originar una eutrofizacién en los
cuerpos de agua donde se descargan (Chevalier et al., 2000).

Esta reduccion en la calidad del agua asociada con las actividades
humanas ha originado problemas de salud publica y ambiental (Hoffmann,
1998). Tal es el caso del dinoflagelado estuarino Pfiesteria piscicida, el cual
sintetiza una exotoxina, que provoca hemorragias y muerte en moluscos y
peces, e incluso la exposicién del ser humano al aerosol de dicha exotoxina a
una concentracién mayor o igual a 2000 células ml™”, puede provocar narcosis,

vomito y dolor estomacal severo en el caso de una exposicion de unas horas y




hasta pérdida breve de la memoria, si se prolonga la exposicion a semanas
(Glasgow et al., 1995).

Existen tratamientos quimicos para remover nutrientes de las aguas
residuales, sin embargo estos procesos suelen requerir altos consumos de
energia y reactivos quimicos por lo que resultan costosos: ademas dichos
tratamientos suelen producir remanentes de productos que afectan la eficacia
de los lodos que se emplean en las plantas de tratamiento (Hoffmann, 1998).

Una alternativa para reducir la alta descarga de nutrientes, es
implementar el uso de microalgas para el tratamiento de aguas residuales que
desde hace mas de 50 arios se ha sugerido, ya que se reconoce que son muy
efectivas en reducir la demanda bioquimica de oxigeno, asi como también el
nitrogeno y fésforo disuelto de descargas de aguas residuales domésticas
(Nunez et al., 2001).

La ventaja del uso de microalgas en relacion a los sistemas
heterotréficos, como las plantas de lodos activados, es que se requiere de baja
infraestructura y reduce el uso de energia, ya que la producciéon de oxigeno
fotosintético puede remplazar a la aireacion mecanica. Ademas, la produccion
simultanea de biomasa microalgal tiene el potencial de ser utilizada como
complemento proteico o aditivo para alimento en la acuacultura, como aporte de
energia, ya sea en forma de bio-gas o combustible y como fertilizantes o
acondicionadoras de suelos en la agricultura (Mallick, 2002).

En las pasadas décadas, se han llevado a cabo diversos estudios para

determinar la eficiencia de los cultivos intensivos de microalgas para el




tratamiento terciario de aguas residuales (Paniagua-Michel et al., 1987; Gantar
et al., 1991; Cheung et al., 1995; Gonzalez et al., 1997; Chevalier et al., 2000;
Abe et al., 2002; Chuntapa et al., 2003; Lodi et al., 2003).

Una especie de microalga que se utiliza frecuentemente para la remocion
de nutrientes es Scenedesmus obliquus ya que se encuentra cominmente en
los efluentes de las plantas de tratamiento (Sebastian y Nair, 1984; Lavoie y de
la Nolie, 1985; De La Nolie y Basseres, 1989; Tam y Wong, 1989; Voltolina et
al., 1999; Martinez et al., 2000; Nuiez et al, 2001; Voltolina et al, 2005;
Goémez-Villa et al., 2005). Sin embargo, una limitacién practica en sistemas de
tratamiento con microalgas es la cosecha de la biomasa al final del proceso de

Al

tratamiento (Lau ef al., 1998).

Una alternativa para solucionar este problema es atrapar a las células de
las microalgas en una matriz (Chevalier y De La Nole, 1985a). Una célula
inmovilizada es definida como una célula a la que, por medios ya sean
naturales o artificiales, se le impide moverse independientemente de sus
“vecinas” dentro de la fase acuosa del sistema de estudio (Mallick, 2002). Uno
de los métodos mas utilizados en laboratorio es confinar las células de las
microalgas en una esfera de gel, siendo los mas empleados el alginato y el
carragenano.

En la literatura existen trabajos sobre la eficiencia de la remocién de
nutrientes por microalgas inmovilizadas. Dentro de los cuales, Chevalier y De
La Nole (1985a) reportan que cultivos de microalgas Scenedesmus

quadricauda hiperconcentrados (arriba de 3.2 g L' de peso seco) inmovilizados



con carragenano son viables para remover eficientemente nitrogeno y fésforo
de agua residual tratada de un efluente secundario, funcionando como un
tratamiento terciario. Por otro lado, Chevalier y De La Noiie (1985b),
documentan el uso de Scenedesmus obliquus en cultivos libres e inmovilizados
con carragenano, concluyendo que los niveles de remocion de nitrogeno y
fésforo son similares en los tratamientos inmovilizados y en los libres. Travieso
et al., (1996) al realizar tratamientos con cultivos de Chlorella vulgaris, Chiorella
kessleri y Scenedesmus quadricauda, inmovilizados internamente con alginato
de sodio y carreganano, y externamente con poliestireno y poliuretano,
obtuvieron los resultados mas eficientes con Chlorella vulgaris inmovilizada con

alginato de sodio y en columnas con luz natural.

Lau et al., (1998) estudiaron el efecto de la matriz de carragenano en la
actividad de la nitrato reductasa, evidenciando que no existen efectos adversos
tanto en el crecimiento como en la fisiologia de la microalga Chlorella vulgaris
ya que se conserva la actividad de la enzima estudiada. ; Mallick, 2002 hace
una compilacion de los estudios en los cuales se utilizaron microalgas
inmovilizadas para remover nitrogeno, fésforo y metales pesados en aguas
residuales.

De Bashan et al, (2002a) en un estudio realizado con cultivos de
Chlorella vulgaris y de Chlorella sorokiniana coinmovilizadas en alginato de
sodio con la bacteria Azospirillum brasilense Cd, registraron cambios
significativos en el tamario de la poblacion microalgal, tamafio de célula,

pigmentos, contenido de lipidos y en los acidos grasos,; en relacion a la misma




microalga inmovilizada sin bacteria. De Bashan et al., (2002b) al utilizar cepas
de Chlorella vulgaris coinmovilizadas en alginato de sodio con la bacteria
Azospirillum brasilense y someterlas a agua residual sintética reportaron un
incremento significativamente mayor en la remocién de nitrégeno amoniacal y
fosforo en relacion a las mismas cepas de microalgas inmovilizadas sin
bacterias.

Sin embrago, en los trabajos anteriores se han utilizado fotobioreactores
de volimenes menores a un litro y tratando, en la mayoria de los casos, sélo
agua residual artificial. Teniendo como antecedente las aportaciones de los
trabajos mostrados anteriormente, surge el presente proyecto; en el que se
realizd la implementacién de las microalgas Sce)vedesmus obliquus
inmovilizadas para remover nitrégeno amoniacal y fosforo total disuelto de
agua residual tratada de un efluente secundario con un sistema de flujo
continuo y un sistema por lote, ambos con un fotoperiodo de 12 horas de
exposicion a la luz por 12 horas a la oscuridad. La condicién de cultivo mas
eficiente se escal6 a nivel de planta piloto, 50 litros, con el fin de comparar su
eficiencia con los sistemas de tratamiento convencionales y evaluar la calidad

del microalga cosechada, para proponer un posible uso de la biomasa

microalgal.




2. Objetivo.

Implementar un fotobioreactor a escala piloto para el tratamiento terciario

de aguas residuales urbanas empleando Scenedesmus obliquus inmovilizada

en alginato de sodio.

2.1. Objetivos particulares.

o Evaluar la eficiencia de tratamiento de aguas residuales verdaderas, a
nivel laboratorio, en un cultivo continuo y uno por lote con ciclos de 12
horas luz por 12 horas oscuridad.

e Implementar la operacion del fotobioreactor a escala piloto, con el
sistema que resulte mas eficiente (lote o continuo).

e Evaluar la calidad del agua del efluente del fotobioreactor, a escala
piloto, con el sistema mas eficiente

o Comparar la calidad del agua del efluente del fotobioreactor a nivel piloto
con los sistemas convencionales de tratamiento.

e Determinar la composicién proximal bioquimica de la biomasa cosechada
de Scenedesmus obliquus al final del proceso de tratamiento en el

fotobioreactor a nivel piloto.



3. Materiales y métodos.

3.1. Cepa de microalgas.

La cepa de Scenedesmus obliquus se obtuvo de la céleccién del Centro
de Investigacion Cientifica y de Educacién Superior de Ensenada (CICESE). La
cepa se inoculé =n monocultivo con altas concentraciones de nutrientes para
que la microalga no sufriera de un desequilibrio importante al momento de
cultivarse en el agua residual. El medio de cultivo se elaboré con las siguientes
concentraciones (en mg I"): 7 de NaCl, 4 de CaClp, 2 de MgS04'7H,0, 15 de
KH2PO4 y 115 de NH4CI, siendo una modificacion al descrito por De-Bashan et
al., (2002b). Se mantuvo una relacién de N:P de 19.6:1, similar a la relacion
observada en la planta de tratamiento de aguas residualés de la Universidad
Auténoma de Baja California, unidad de Ciencia y Tecnologia en Ensenada, de
10:1 en promedio. Los metales traza y vitaminas se agregaron en referencia al
medio F/2 (Guillard y Ryther, 1962). El cultivo se colocoé en matraces Pyrex de
250 ml, a temperatura ambiente (28+2 °C) y con iluminacién continua de 135 =

m? s, suministrada por cuatro lamparas de luz blanca fluorescente (General

Electric de 40 watts).

3.2. Inmovilizacién de microalgas.
Las microalgas se inmovilizaron segun la técnica descrita por Tam y
Wong, (2000) y De-Bashan et al,, (2002a). Se tomé un volumen de cultivo con

una densidad aproximada de 2 x 10° células mI"' y se centrifugaron a 2000 rpm




durante 15 minutos. Después de ese tiempo las microalgas se resuspendieron
en 50 ml de agua destilada. Posteriormente se mezclaron las microalgas
concentradas con 50 ml de solucién de alginato de sodio al 4%, para obtener
una concentracion de alginato de sodio final al 2%. La mezcla se colocé en una
bureta de 50 ml con una punta de micropipeta de 200 pl y mediante goteo se
incorporé en una disoluciéon de CaCl, al 2% agitandose suavemente por
aproximadamente 15 min. Las esferas se mantuvieron en reposo por una hora a
22°C para posteriormente ser lavadas con agua corriente aproximadamente 5

min. Con 100 ml de mezcla microalga-alginato se formaron airededor de 6500

esferas.

\

Para el caso de la inmovilizacion de las microalgas para los biorreactores
al aire libre, se tomé un volumen de 1,750 ml de un cultivo con 7 x 10° células
ml" y se mezclaron con 1,750 ml de alginato de sodio al 4%, teniendo un
volumen residual de 3,500 ml.

Para facilitar el proceso de elaboracion de las esferas, la mezcla se
coloco de forma continua en 20 puntas de pipetas automaticas de 10 ml, que a
su vez tenian puntillas de pipetas automaticas de 200 ul. Después se continuo
con el procedimiento antes descrito de Tam y Wong, (2000) y De-Bashan et al.,
(2002a). Mediante este método se realizaron alrededor de 227,500 esferas,

resultando en una densidad de 4.55 esferas ml”' en los bioreactores de 50,000

ml.




3.3. Evaluacién del fotobioreactor.

Se evaluo la eficiencia del fotobioreactor por lote y en flujo continuo de
agua residual a nivel laboratorio. Al fotobioreactor en operacion por lote se le
renovo el agua residual aproximadamente cada 35 horas, hasta completar un
uso de las esferas de 140 horas aproximadamente. El fotobioreactor con
operacion continua tuvo un flujo constante de agua residual, con un tiempo de
residencia de aproximadamente 35 horas, siendo un flujo de 1.19 ml min™,
durante 140 horas aproximadamente, con una renovacién de agua residual
cada 24 horas. El flujo se ajusté mediante el uso de llaves plasticas; por
gravedad se hizo correr el agua residual, colocando en la parte superior el
deposito de agua residual, y mediante flujo residual se co‘lecté el agua tratada
de los fotobioreactores (Fig. 1). En las dos condiciones antes descritas, a las
esferas se les someti6 a una recalcificacion cada 35 horas, para mantener la
matriz de alginato de sodio el mayor tiempo posible y asi evitar la degradacién y
liberacion al medio de cultivo tanto la misma matriz como las microalgas, la cual
se llevo a cabo sumergiendo las esferas en una disolucion de CaCl, al 2%,
agitandose suavemente por 15 min, para después ser lavadas las esferas con
agua corriente y ser reintroducidas en el fotobioreactor.

Ambos sistemas fueron mantenidos con un ciclo de 12 horas luz por 12
horas de oscuridad mediante el uso de un dispositivo de encendido automatico
de las lamparas (Timer).

Con el fin de poder evaluar la operatividad de los fotobioreactores se

realizaron dos ensayos experimentales: E|l primero se realiz6 con




fotobioreactores de flujo constante de agua residual y microalgas inmovilizadas
vs bioreactores con flujo constante de agua residual pero sin microalgas
(blanco). El segundo se efectlio con fotobioreactores en condiciones estaticas
con microalgas inmovilizadas vs birreactores en condiciones estéaticas pero sin
microalgas. Todas las condiciones experimentales fueron realizadas por
triplicado y a un volumen de operacién de 2,500 ml.

La condicion experimental mas eficiente de la seccién anterior en
términos de calidad del agua por sus porcentajes de remocién de POy total, N-

NH,, coliformes fecales, solidos suspendidos totales, demanda biologia de

oxigeno y grasas y aceites.

Tomando en consideracién el disefio y eficiencia de remocion de
nutrientes, se construydé un sistema de fotobioreactor piloto de
aproximadamente 50 litros para evaluar su eficiencia, en términos de la calidad
del agua, y ademas, evaluar el crecimiento y la composicion proximal de
proteinas y lipidos de Scenedesmus obliquus.

3.4. Fotobioreactor a nivel laboratorio.

Para contrastar el sistema en condiciones estaticas contra el de flujo
continuo, se instalaron reactores en laboratorio que consistieron en recipientes
de 3,000 ml aproximadamente, operados a 2,500 ml y hechos de Polietileno
Tereftalato (PET) (Figura 1). Para el caso de flujo continuo, se les instald un
garrafén con agua residual, el cual contaba con llaves y mangueras plasticas
para controlar el flujo de salida y para transportar el agua residual a los

reactores. A los reactores se les se le hizo un orificio en la parte superior, el




cual permitio un flujo de salida por volumen excedente. En dicho orificio se les
coloco una manguera plastica de 1 cm de didmetro. El agua de salida de los
reactores fue colectada para su analisis posterior, siguiendo los métodos de
almacenamiento de muestras correspondiente en cada analisis.

Para el caso de los sistemas en condiciones estaticas (lote), estos se
mantuvieron en envases de PET de 3,000 ml, operados a un volumen de 2,500
ml y con recambios de agua residual cada 35 horas. A ambas condiciones
experimentales se les instalé un suministro de entrada de aire y CO,, con el cual
se mantenian a las esferas en agitacion, a través de un compresor adaptado a
un filtro con carb6n activado y membrana de fibra de vidrio (0.2 pm Whatman).
El dispositivo difusor de aire se colocé a 0.6 cm aproxim;damente de la base

del contenedor.

Figura 1. Esquema del funcionamiento del fotobioreactor flujo continuo; a)
depdsito de agua residual urbana, b) fotobioreactor, ¢) depésito del
efluente tratado por el fotobioreactor y d) compresor de aire.




3.5, Escalamiento del fotobioreactor.

Se instalaron seis fotobioreactores a escala piloto, tres fotobioreactores
sin esferas, solo conteniendo agua residual tratada (controles) y tres
fotobioreactores con microalgas inmovilizadas con el sistema de operacion mas
eficiente. Los fotobioreactores se mantuvieron al exterior y fueron hechos con
malla galvanizada, montada en forma cilindrica, la cual en el interior contenia
bolsas de poliuretano, que a su vez se encontraban protegidas por un recipiente
plastico en el fondo para evitar rasgaduras. Se instalo un distribuidor de tuberia
de PVC de una pulgada de diametro, para suministrar a cada unidad
experimental agua residual mediante una bomba sumergible. También se
coloco otra red de tuberia de PVC de una pulgada de dié;netro para airear los
fotobioreactores a través de un compresor (Figura 2). Se coloco un contenedor
anexo al sistema de aproximadamente 100 litros, con el proposito de mantener
momentaneamente (alrededor de 10 minutos) agua residual tratada, con la
finalidad de no derramar agua en el area en donde se colocaron los
fotobioreactores. Los fotobioreactores se llenaron con 50 litros de agua residual

del efluente secundario que se obtuvo de la planta de tratamiento de la

Universidad Auténoma de Baja California, plantel Ensenada, y fue renovada

cada 35 hrs.
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Figura 2. Fotobioreactores piloto de 50 litros con microalgas

inmovilizadas al aire libre.

3.6. Evaluacion de la calidad del agua.

Para determinar la calidad del agua, se tomaron en cuenta los promedios
(diarios y mensuales) de los limites maximos permisibles de contaminantes
basicos seguin la Norma Oficial Mexicana NOM-001-SEMARNAT-1996 (Tabla
[). Todos los tratamientos y los analisis del agua fueron realizados por triplicado.

Se analizo la presencia de indicadores de contaminacion fecal, mediante
la deteccion de bacterias coliformes fecales, siguiendo la técnica descrita en la
Norma Mexicana NMX-AA-042-1987. Se compararon los resultados, obtenidos
en este estudio, con los limites maximos permisibles de este contaminante
segln la Norma Oficial Mexicana NOM-003-SEMARNAT-1997 (Tabla Il). El
método se basa en la toma de alicuotas de la muestra, en una serie de tubos de
medio de cultivo liquido lactosado. En el presente trabajo se utilizaron las

diluciones presentadas en la Tabla Ill. Estd primera parte se define como




prueba presuntiva, en la cual sélo se va a registrar si existe la presencia
suficiente de coliformes. Los tubos fueron examinados a las 24 y 48 horas de
incubacion a 35°C. A los tubos que presentaron turbidez y produccion de gas
fueron resembrados en un medio confirmativo mas selectivo en donde sélo
crece la especie Escherichia coli (E.C.). Se inoculdé con ayuda de un asa
bacteriologica a tubos de ensaye que contenian medio E. C. estéril y se incubd
por 24 horas a bario maria a 35°C. Mediante tablas estadisticas se llevé acabo
el calculo del nimero mas probable (NMP) de bacterias coliformes fecales.

Tabla II. Limites maximos permisibles de indicadores de contaminacion

fecal.
Tipo de reuso Coliformes fecales NMP/100
| ml" (Promedio Mensual)
Servicios al publico con 240
contacto directo
Servicios al publico con
contacto indirecto u s
ocasional

Promedio mensual: Es el valor que resulta del promedio geométrico de los analisis practicados a
por lo menos a dos muestras simples de un mes.
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Tabla |. Limites maximos permisibles para contaminantes basicos (tomada de la NORMA Oficial Mexicana NOM-

003-SEMARNAT-1997).

Parametros Rios Embalses naturales y [ Aguas Costeras Suelo
artificiales

(miligramos Uso en | Uso publico | Proteccién de | Uso en | Uso pablico | Explota- Recreacion Estuarios Uso en | Humedales
por litro, | riego urbano vida acudtica | riego urbano cién riego naturales
excepto agricola agricola pesquera, agricola
cuando se navegacion
especifique) y otros

¥ usos

y PM. |[PD. |PM [PD. |[PM |PD. PM |PD. |PM [PD. [PM [PD. |PM. PD. |PM |PD. |PM [PD. | PM | PD.
Temperatura NA. | NNA | 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 NA. | NA. | 40 40
(°C)
Grasas y| 15 25 15 25 15 25 15 25 15 25 15 25 15 25 15 25 15 25 15 25
Aceites
Materia Flotante | Au- Au- Au- Au- Au- Au- Au- | Au- Au- | Au- | Au- Au- Au- Au- Au- | Au- Au- Au- Au- Au-

sen- | sen- | sen- | sen- | sen- | sen- Sen- | sen- | sen- | sen- | sen- | sen- | sente | sen- | sen- | sen- | sen- | sen- sen- | sen-
te te te te te te te te te te te te te te te te te te te

Sélides 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 NA. [ NA. |1 2
Sedimentables
Solidos 150 [ 200 |75 125 | 40 60 75 125 | 40 80 100 | 175 [ 75 125 | 75 125 | NA. [ NA | 75 125
Suspendidos
Totales
Demanda 150 | 200 | 75 150 | 30 60 75 180 | 30 60 100 | 200 (75 150 | 75 150 | NA | NA [ 75 150
Bioguimica de
Oxigeno
Nitrogeno Total | 40 60 40 80 15 25 40 60 15 25 NA. | NA | NA NA. | 15 25 NA | NA. | NA [ NA
Faosfere Total 20 30 20 30 5 10 20 30 5 10 NA. | NA. | NA, N.A. 10 NA. | NA. | NA | NA.

P.D= Fromedio Diario. P.M= Promedio - Mensual, N.A= No es aplicable.




Tabla IlI. Diluciones y denominacién de cada una de estas.

Alicuota de Concentracion
la muestra N del medio de
Denominacion y

(ml) cultivo
10 10 Doble
1 - 1 sencilla
8.1 -1 sencilla
0.01 -2 sencilla
0.001 -3 sencilla
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Se determino el nitrégeno amoniacal y el fosford total disuelto en el

fotobioreactor cada 12 horas por un periodo de 107 horas. Cada muestra se

analizoé por triplicado. Para el nitrogeno total se utilizé la técnica descrita en la

norma mexicana (NMX-AA-026-SCFI-2001), la cual consistio en tomar una

muestra de 25 ml, a la cual se le ajusto el pH a 7.0, después se le adiciono 25

ml de solucion amortiguadora de boratos y se llevo el pH a 9.5 con una solucién

de NaOH 6N. La muestra se destilé y se colecté en 50 ml de acido bérico con 3

gotas de indicador Shiro-Toshiro. Para determinar el nitrégeno amoniacal, al

destilado se le titulé con acido sulfirico 0.02N, hasta que la solucion vird de

verde esmeralda a morado. Se determiné la concentracion de N — NH ,(mg I'")

mediante la siguiente ecuacioén:

Vi ici x0. xl4x
N - NH, (mg/"): olumen de dcido gastado x 0.02N x14x 1000

Volumen de muestra




En el caso del fosforo total se evalué mediante el método definido en la
norma mexicana NMX-AA-029-SCFI-2001, el cual consistié en agregar 1 ml de
acido sulfirico concentrado y 0.4 gr de persulfato de amonio a una muestra de
50 ml; la muestra se digiri6 hasta alcanzar un volumen de 10 ml
aproximadamente (30 min). Se tom6 una alicuota considerando que tuviera una
concentracion de 0.05 mg a 1 mg de fésforo en un matraz volumétrico de 50 ml,
se le anadieron 10 ml del reactivo vanado-molibdato y se aforé6 a 50 ml.
Después de un periodo de 10 min, se le midi6 la absorbancia en un
espectrofotometro (Hach DR, 2800) a una longitud de onda de 470 nm, contra
un blanco. Previamente se elabord una curva de calibracion a la cual se le
realizd una regresion lineal para obtener la ecuacién y‘poder determinar la
concentracion de fosforo en relacion a la absorbancia.

Se analizaron las grasas y aceites conforme la técnica descrita en la
norma mexicana NMX-AA-005-SCFI-2000. Se filtré6 un litro de muestra en un
papel filtro (poros de 8 pm) colocado en un embudo Biichner. Se agregd 100 ml
de la suspension de tierra de diatomeas-silice sobre el filtro, se aplicé vacio y se
lavo con 100 ml de agua destilada. Con ayuda de unas pinzas, se transfirio el
material filtrante a un cartucho de extraccion. Se limpiaron las paredes internas
del embudo y el frasco contenedor de la muestra, asi como la parte interna de
la tapa del frasco con trozos de papel filtro previamente impregnados de
disolvente hexano, teniendo cuidado en remover la pelicula de grasa y los
sélidos impregnados sobre las paredes: se colocaron los trozos de papel en el

mismo cartucho. Se secé el cartucho en una estufa (Fisher Scientific Isotemp) a
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103°C - 105°C por un periodo de 30 min. Transcurrido este periodo se coloco el
cartucho en el equipo Soxhlet. Se adicionaron 140 ml de hexano al matraz de
extraccion previamente puesto a peso constante y se ajusté al equipo Soxhlet.
Posteriormente se colocé el equipo de extraccién sobre la parrilla de
calentamiento, se controlé la temperatura del reflujo y se extrajo a una
velocidad de 20 ciclos/hora durante un periodo de 4 h. Una vez terminada la
extraccion se retiro el matraz del equipo Soxhlet, y se dejé evaporar el
disolvente. El matraz de extraccion libre de disolvente se coloco en el
desecador hasta que alcanzé temperatura ambiente. Se pes6 el matraz de
extraccion y se determiné la concentracion de grasas y aceites recuperables
(mg I'") mediante la diferencia de pesos entre el prime} peso constante sin
muestra y el peso constante después de extraccion con disolvente y dividiendo
entre el volumen de la muestra filtrada.

Los solidos suspendidos totales (SST) se analizaron en base a lo
establecido en la norma mexicana NMX-AA-034-SCFI-2001, la cual consistio
en filtrar, en un filtro de fibra de vidrio tipo GF/C en un crisol Gooch puesto a
peso constante, un volumen conocido de muestra previamente homogeneizada
la cual depende de la concentracion esperada de sélidos suspendidos. Se secd
el crisol en la estufa a una temperatura de 103°C a 105°C durante 1 hora
aproximadamente. Después se enfrié en un desecador a temperatura ambiente

por 1 hora y se determino su peso constante, con la diferencia de pesos se

obtuvo la cantidad de SST en mg I'*
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La demanda bioquimica de oxigeno (DBOs) se determind conforme la
norma mexicana NMX-AA-028-SCFI[-2001 que consistio en preparar agua para
dilucién de la muestra afiadiendo por cada litro de agua destilada 1 ml de cada
una de las siguientes disoluciones: disolucién de sulfato de magnesio,
disolucion de cloruro de calcio, disolucién de cloruro férrico y disolucion
amortiguadora de fosfatos. Dicha solucién se oxigendé mediante aireacion con
difusor por lo menos 1 hora. Se inoculé con una alicuota de 50 ml el frasco tipo
Winkler y se llen6 con el agua para diluciéon. Se mididé la concentracion de
oxigeno disuelto al momento de iniciar la incubacion y después de 5 dias se
midio la concentracion final de oxigeno. Obteniendo el resultado mediante la
siguiente ecuacion: '

DBO Oxigeno disuelto inicial (mg 1™') — Oxigeno disuelto despues de 5 dias (mg 1™")
5 = Y de dilucion exp resado en decimales

3.7. Crecimiento de las microalgas en el fotobioreactor.

El calculo del peso de la biomasa organica, numero de células,
concentracion de clorofila a, porcentaje de lipidos y proteinas sélo se
registraron en los fotobioreactores piloto de 50 litros. Para el analisis de las
variables antes mencionadas primero se disolvieron 30 esferas en 5 ml de
Na;HPO4.7H,O (0.25M) pH 7.0+2. La densidad celular se determiné cada 35
horas mediante biomasa en peso seco (g I'"), se filtré el volumen resultante
después de disolver las esferas a través de un filtro de fibra de vidrio (Osmonics

GF/C) de 47 mm de diametro. Previamente el filtro se incineré a 450°C en una
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mufla durante 3 horas, después se colocé en una estufa por 20 min a 103°C y
posteriormente se puso en un desecador por 2 horas para obtener su peso
constante. Una vez filtrada la muestra nuevamente se colocd en la estufa a
120°C durante 2 horas. Posteriormente se situaron en un desecador por 2
horas, para de nuevo ponerlo a peso constante. La diferencia de peso
determiné la biomasa peso seco (g I').

El conteo celular se realiz6 en un contador de particulas Beckman
Coulter Multisizer 3, después de obtener las microalgas libres, mediante el
procedimiento descrito al inicio del presente apartado se tomé una alicuota de
0.5 mly se diluyé en 20 ml de ISOTON |I.

La determinacion de clorofila se realizé6 cada 35 horas, de acuerdo a
Parsons et al., (1984). Después de tener las microalgas libres mediante el
procedimiento descrito al inicio del presente apartado, se filtré el volumen a
través de filtros de fibra de vidrio (Osmonics GF/C) de 2.4 cm de diametro.
Enseguida se coloco el filtro en tubos de ensaye conteniendo 5 ml de acetona al
90% a 4°C en oscuridad durante 24 h para la extraccion de pigmentos. La
concentracion de clorofila se determiné usando un espectrofotémetro (Hach DR,
2800). La concentracion de clorofila a se calculd mediante la siguiente

ecuacion;

Clorofila a (Ca) = 11.85E564 e 1.54E647 = 0.08E530

Donde E son los valores de absorbancia a las diferentes longitudes de

onda (una vez corregidas, sustrayendo la lectura a 750 nm a cada una de las




absorbancias anteriores) y Ca es la concentracion de clorofilas. La cantidad de

clorofila en la muestra original se calcul con la siguiente formula:

mg clorofila/m’ = 2
Vxl

Donde v (en ml) es el volumen de acetona al 90% empleado (5 ml), V es
el volumen de agua filtrada y C es la cantidad de clorofila calculada con la
ecuacion anterior.

Cada 35 horas se determin6 la composicion proximal bioquimica de
Scenedesmus obliquus. Se analizaron los lipidos mediante el método de Bligh y
Dyer (1959) que consisti6é en disolver 30 esferas del cultivo‘, se filtraron a través
de filtros de fibra de vidrio (Osmonics GF/C) de 2.4 cm de diametro; se
colocaron los filtros en tubos de ensayo y se agregaron 0.5 ml de agua
destilada, 3 ml de metanol y 2 ml de cloroformo para posteriormente triturarlos
con una varilla de vidrio y en bafio de hielo. Los tubos se centrifugaron a 4,000
rpm por 15 min y el sobrenadante se colocd en otro tubo de ensayo haciendo
una seguiida extraccion con el tubo anterior con 1 ml de metanol y 2 ml de
cloroformo y posteriormente se centrifugéd; el sobrenadante se mezcldé con el
anterior.

Los tubos de ensayo se colocaron a bafio marfa a 45 - 50°C por 36 horas
hasta la evaporacion del cloroformo. A cada tubo se le agregd 3 ml de solucion

de Dicromato de Potasio acido al 2%, se calenté a 100°C por 15 min. Una vez




enfriadc a temperatura ambiente se procedio a leer las muestras a 590 nm en
un espectrofotometro (Hach DR, 2800).

La determinacion proximal de las proteinas se realizd mediante la técnica
descrita por Lowry et al., (1951) la cual se llevd a cabo filtrando 30 esferas de
cultivo disueltas, se colocaron en tubos de ensaye para la extraccién con NaOH
0.2N a 100°C por 30 minutos. A temperatura ambiente se centrifugé y se separo
el sobrenadante, al cual se le adicioné Na,CO; al 2% en NaOH al 0.1N,
CuS04.5H,0 al 0.5% vy tartaro de sodio y potasio al 1%, a una relacion de
mezcla de 100:1:2 (Correa-Reyes, 1996), respectivamente. Se adicioné 0.5 ml
de Folin Ciocalteu. Después de 1.5 h se realizaron lecturas de absorbancia a
700 nm en un espectrofotémetro (Hach DR, 2800). |

Las curvas de calibracion fueron obtenidas siguiendo las indicaciones
descritas por las técnicas colorimétricas, usando un espectrofotometro. La

albumina bovina (98%) se empleé como estandar de proteina y los célculos se

realizaron en base a la ecuacion lineal:

ug ml™" proteina = A (Abs) + B

Donde A es la pendiente de la recta y B la ordenada. El porcentaje de

proteina fue obtenido mediante las ecuaciones siguientes.




! protei H 0.
ag rervinmlml d auitive = (,ug ml™ pr olema) (Volumen de NaOH 0.2N )
Volumen de cultivo filtrado

Hg proteina [ ml de cultivo +100

roteina (% )=
a (%) Biomasa (mg 1)

3.8. Analisis estadistico.

Para determinar la existencia de diferencias estadisticamente
significativas entre los resultados obtenidos de calidad del agua, en relacién con
los limites maximos permisibles de las normas mexicanas y en relacién a los
diferentes tratamientos para optimizar el fotobioreactor y con la eficiencia de los
sistemas de tratamiento convencionales reportados por la literatura se
realizaron contrastes multiples en base al algoritmo estadistico de “Bondad de
ajuste” en el que se contrastaron los datos en base a un modelo de
homogeneidad, con un 0=0.5. El grado de significancia se eligié de ésta
magnitud para tener un equilibrio entre la exactitud y la precision; en cuanto a la
eleccion de la prueba estadistica, se basd en que se asumié no gausseanidad
ni homocedasticidad, ya que al asumirla le daria incertidumbre a los contrastes.

La prueba estadistica de bondad de ajuste segtn Daniel, (2000) se basa

en la distancia aritmética que existe entre un valor predicho o esperado y un

valor observado, como se muestra en seguida:
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Donde Oi es la frecuencia observada para la i-ésima categoria de la
variable de interés, y Ei es la frecuencia esperada (dado que Ho es verdadera)
para la i-ésima categoria. La cantidad de X? es una medida del grado con el que
los pares de frecuencias observadas y esperadas concuerdan en una situacion
dada; la naturaleza de X* es tal que, cuando hay una congruencia muy estrecha
entre la frecuencia observada y la esperada, el valor de X? es muy pequeno vy
cuando la congruencia es pobre, dicho valor es muy grande. Por consiguiente,
solo un valor suficientemente grande de X? causa el rec‘hazo de la hipotesis

nula.




4. Resultados.

4.1. Fotobioreactor con flujo continuo a nivel laboratorio.

La remocién de POy total en el fotobioreactor con flujo continuo (BFC) a
nivel laboratorio, oscilé del 2 al 68%, teniendo los picos mas altos de remocién
a las 35 horas (hrs), 70 hrs, 105 hrs y 140 hrs de uso de las esferas con
porcentajes del 19% (3.1 a 2.5 mgl™") al 68% (4.4 a 1.3 mg I'"). En el caso del
fotobioreactor control (BC) los porcentajes de remocién de PO, total se

mantuvieron dentro del intervalo del 1.7 al 12% de remocion (Fig. 3).
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Figura 3. Porcentajes de remocion promedio y desviacién estandar (lineas

horizontales) de POy total y N-NH4 en el fotobioreactor con flujo
continuo (BFC) a nivel laboratorio y bioreactor control (BC).




El anélisis estadistico mostré que los porcentajes de remocion de PO,
total encontrados en las muestras tomadas a las 35 hrs, 70 hrs y 105 hrs fueron
significativamente diferentes en relacién a los valores del BC registrados a las

mismas horas, exceptuando a la muestra tomada a las 140 hrs (Tabla IV).

Tabla IV. Valores estadisticos calculados para los contrastes de POy total
entre los fotobioreactores con flujo continuo (BFC) en relaciéon a los

fotobioreactores control (BC).

X? Critica = 5.99
Hora de muestreo 35 70 105 140
X? Calculada (BFC vs BC) | 702 | 110 | 14:9 | 2.2

La tabla anterior muestra la X? critica para todos los contrastes y la X?
calculada para cada grupo de datos de cada hora de muestreo. Los valores de
X? calculada mayores a la X? critica nos revelan la existencia de una diferencia
entre los datos a contrastar, o sea que al presentar un grupo de datos de una
hora en particular un valor de X* calculada mas grande que el de la X? critica
nos indica una diferencia estadistica significativa entre el grupo de datos en una
hora particular de un tratamiento especifico (bioreactor flujo continuo) en
relacion al tratamiento control (fotobioreactor control).

Los porcentajes de remocion de N-NH; en el BFC fueron del 4 al 55%,
teniendo los valores més altos a las 35 hrs, 70 hrs, 105 hrs y 140 hrs de uso de

las microalgas inmovilizadas, con porcentajes del 35% (41.4 a 26.6 mg I) al
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55% (4.7 a 2.0 mg I'1). En el caso del BC, los valores de remocién fueron del
1.7 al 12% de remocion (Fig. 3).

Las pruebas estadisticas realizadas para contrastar las concentraciones
de N-NHy4 a las 35 hrs, 70 hrs y 105 hrs de uso de las microalgas inmovilizadas
de los fotobioreactores con flujo continuo en relacién al fotobioreactor control si
fueron significantes en cada muestreo evaluado, exceptuando al tomado a las
140 hrs (Tabla V).

Tabla V. Valores estadisticos calculados para los contrastes de N-NH,
entre los fotobioreactores con flujo continuo (BFC) en relacién a los

fotobioreactores control (BC).

X? Critica = 5.99
Hora de muestreo 35 70 105 | 140
X? Calculada (BFCvsBC) | 929 | 395 | 195 | 5.3

En el caso de las coliformes fecales, los valores de remocion oscilaron
de 78 a 96% (Tabla VI).

Tabla VI. Valores promedio y desviacion estandar (+ D.S.) de la
concentracion de coliformes fecales en el indculo y después del tratamiento en

el fotobioreactor con flujo continuo (BFC).

[ Coliformes fecales en NMP mI™
- Hora de Muestreo Inéculo de agua BFC Remocion
| 0
(Horas) residual (%)
35 9.10 x 10* 2.00x 10" | 78.0 (+ 10.05)
70 9.20 x 10* 3.30x10° | 96.4 (+12.2)
I 105 2.40 x 10° 1.50x10° | 37.4(+10.2)
| 140 9.20 x 10° 5.40x10° | 94.1(x 11.3)




Los SST en el BFC se registraron entre un intervalo de 16.5 a 87.1 mgl™,

con valores maximos en los muestreos de las 105 hrs y 140 hrs (Fig. 4).
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Figura 4. Valor promedio y desviacion estandar (lineas horizontales) de los
solidos suspendidos totales (SST) en el tiempo de operacion del
fotobioreactor en condiciones contintias (BFC) y fotobioreactor control

(BC).
El analisis estadistico demostro la existencia de diferencias significativas
entre los SST en los BFC en contraste del BC a partir de las muestras tomadas

a las 70 hrs (Tabla VII).
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Tabla VII. Estadisticos calculados para los contrastes de SST entre los

fotobioreactores con flujo continuo (BFC) en relacion a los fotobioreactores

control (BC).

X Critica = 5.99
Hora de muestreo 12 35 70 105 140

X* Calculada (BFC vs BC) | 1.4 | 5.4 | 19.9 | 124.1 | 246.9

La DBOs en el agua tratada en el BFC oscild de 25.77 a 24.51 mgl". En

el efluente de BC el DBOs oscilé de un 16.5a 1 mgl™ (Fig. 5).
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Figura 5. Valor promedio y desviacion estandar (lineas horizontales) del DBOs
registrado en el fotobioreactor contintio con microalgas inmovilizadas
(BFC) y fotobioreactor control (BC).

Siempre se evidenciaron diferencias significativas estadisticamente en

los valores de DBOs registrados en el BFC en comparacion al BC (Tabla VIII).




Tabla VIII. Valores estadisticos calculados para los contrastes de DBOs
entre los fotobioreactores con flujo continuo (BFC) en relacion a los

fotobioreactores control (BC).

X? Critica = 5.99
Hora de muestreo 12 35 70 105 | 140
X? Calculada (BFCvsBC) | 17.9 | 236.1 | 16.0 | 13.8 | 297

En las grasas y aceites (G y A), no se observé ningtin efecto de remocion
por el BFC en contraste al indculo de agua residual, registrando valores entre

11 a24.5 mgl” (Fig. 6).
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Figura 6. Valor promedio y desviacién estandar (lineas horizontales) de las
grasas y aceites registradas en el fotobioreactor continio con
microalgas inmovilizadas (BFC) e Inéculo.




El pH tanto en el BFC como en el BC, estadisticamente fueron similares
(Fig. 7 y Tabla IX).

Tabla IX. Valores estadisticos calculados para los contrastes de pH entre
los fotobioreactores con flujo continuo (BFC) en relacion a los fotobioreactores

control (BC).

X? Critica = 5.99

Hora de muestreo 35 70 105 140

XZ Calculada (BFC vs BC) | 0.03 | 0.21 | 0.133 | 0.10
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Figura 7. Valor promedio y desviacion estandar (lineas horizontales) del pH
observado en el fotobioreactor con flujo continio (BFC) y el
fotobioreactor control.




4.2. Fotobioreactor por lote nivel laboratorio.
En cuanto a los fotobioreactores por lote nivel laboratorio (BL), el
porcentaje de remocion de PO, total oscild de un 21.2 a 78.59%, con los

valores mas altos de remocién a cada 35 hrs de tratamiento, oscilando del 57%

(1.0a 0.4 mg ") al 78% (1.0 a 0.22 mg I'") (Fig. 8).
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Figura 8. Porcentajes de remocion promedios y desviacién estandar (lineas
horizontales) de N-NH, y PO, total registrados en el fotobioreactor por
lote (BL) y el fotobioreactor control (BC).

El analisis estadistico evidencié que los valores de PO, total observados
después de cada 35 hrs del inoculo en el BL, son diferentes en contraste a los

valores de los BC (Tabla X).
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Tabla X. Valores calculados para los contrastes estadisticos de POy total

entre los fotobioreactores por lote (BL) en relacion a los fotobioreactores control

(BC).

X? Critica = 5.99

Hora de muestreo 35 70 105 140

X? Calculada (BL vs BC) | 125.4 | 79.7 | 507.0 | 798.0

Por otro lado, el N-NH4 fue removido de un 52.97 a 11.6%. Teniendo los
porcentajes mas altos cada 35 hrs después del indculo con agua residual, con
remociones que van del 45.2% (29.1 a 15.9 mg 1"y al 52.9% (31.4 a 14.7mg I'")
(Fig. 8). La prueba estadistica demostré que las concentraciones a cada 35 hrs

después del inéculo son significativamente diferentes en relacion a los datos

observados en el BC (Tabla XI).

Tabla X|. Valores de los contrastes estadisticos de N-NH; entre los

fotobioreactores por lote (BL) en relacion a los fotobioreactores control (BC).

X? Critica = 5.99

Hora de muestreo 35 70 105 140

XZ Calculada (BL vs BC) | 1103.9 | 66.0 | 653.3 | 409 |

En lo referente a los niveles de coliformes fecales los BL mostraron

remocion en relacién a la concentracion del inéculo de agua residual (Tabla XII).
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Tabla Xll. Concentracion de coliformes fecales en el in6culo y valores

promedio y desviaciones estandar (+ D.S.) de la remocién de coliformes fecales

después del tratamiento en el fotobioreactor por lote piloto (BLP) a cada 35 hrs.

Coliformes fecales en NMP ml"

Hora de Muestreo | In6culo de agua residual BLP Remocién
(Horas) (%)
35 9.20 x 10* 2.20x 10" | 76.0 ( 10.2)
70 9.20 x 10* 3.50x 10 | 96.2 (+ 12.2)
105 3.50 x 10° 240 x 10° | 31.4 (£ 11.4)
140 9.20 x 10* 540 x10° | 94.1(+13.5)

Los SST en el BL se mantuvieron entre los intervalos de 105 y 445 mg I

', mientras que en el BC oscilaron de 44.3 a 104.3 mgl™" (Fig. 9). Los analisis

estadisticos mostraron que existieron diferencias significativas entre los SST del

BL y los SST del BC (Tabla XIII).

Tabla Xlll. Contrastes estadisticos de los valores de SST entre los

fotobioreactores por lote (BL) en relacién a los fotobioreactores control (BC).

X? Critica = 5.99

X? Calculada (BL vs BC) | 83.1 | 9.0

Hora de muestreo 35 70 105 140
972.3 | 890.3
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Figura 9. Valor promedio y desviacién estandar (en lineas horizontales) de los
SST en el fotobioreactor por lote (BL) y fotobioreactor control (BC).
La DBOs en el BL presenté valores entre 17.7 y 23.4 mg I'', en cuanto al
BC los datos se mantuvieron entre 5 y 9.5 mg I (Fig.10). Los contrastes
estadisticos demostraron la diferencia significativa entre los valores del DBOsen
el BL en relacion al DBOs del BC a cada 35 hrs de muestreo (Tabla XIV).
Tabla XIV. Contrastes estadisticos de los valores de DBOs entre los

fotobioreactores por lote (BL) en relacién a los fotobioreactores control (BC).

X* Critica = 5.99

[ Hora de muestreo 35 | 70 [ 105 | 140

X Calculada (BLvs BC) | 7.07 | 46.5 | 26.8 | 46.4




36

30 |
25
20 |
—=— DBOs BL
T 15 -
£ ‘o DBOsBC
10 i
I i B a
5 O
0 ; _
35 70 105 140

Tiempo (Horas)

Figura 10. Valor promedio y desviacion estandar (en lineas horizontales) del
DBOs en el fotobioreactor por lote (BL) y fotobioreactor control (BC).

Los valores de grasas y aceites no mostraron remocion en el BL en

comparacién al in6culo de agua residual, los valores que se encontraron fueron

de20a3 mg ! (Fig. 11).
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Figura 11. Valor promedio y desviacién estandar (lineas horizontales) de las
grasas y aceites registradas en el fotobioreactor por lote con

microalgas inmovilizadas (BL) e Inéculo.

El pH se mantuvo entre los valores de 7 a 9 tanto en los fotobioreactores

por lote como en el fotobioreactor control (Fig.12).




8.5

8 |
pH
15 1
7 —e- BL
' —0-BC
|
65 | Y -3 .
0 12 24 35 0 12 24 35 0 12 24 35 0 12 24 35

Tiempo (Horas)

\

Figura 12. Valor promedio y desviacion estandar (lineas horizontales) del pH
observado en el fotobioreactor por lote (BL) y fotobioreactor control

(BC).

Para los datos de pH contrastados de ambos fotobioreactores (BL vs BC)

no se observaron diferencias significativas entre ellas (Tabla XV).

Tabla XV. Contrastes estadisticos de los valores de pH entre los

fotobioreactores por lote (BL) en relacién a los fotobioreactores control (BC).

X? Critica = 5.99

Hora de muestreo 35 [ 70 | 105 | 140

X® Calculada (BLvs BC) | 0.26 | 0.0 | 0.29 | 0.26
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Como se observa en las tablas anteriores, el fotobioreactor por lote
presentd una remocién mayor en términos de PO, total y N-NH4 a cada 35 hrs
posteriores al indculo, en relacion al fotobioreactor continuo.

En cuanto a los valores de SST y DBOs el fotobioreactor por lote tuvo
concentraciones menores en relacion al bioreactor con flujo continuo. Dado lo
anterior se eligi6 el fotobioreactor en lote para su escalamiento a nivel piloto al
aire libre, ya que por un lado fue el que presentd una mayor capacidad de
remocion de nutrientes y por otra parte el fotobioreactor por lote al tener valores
menores de SST y de DBOs a los encontrados en el fotobioreactor con flujo

continuo demuestra un menor impacto negativo en el agua tratada.

4.3. Fotobioreactor por lote a nivel piloto.

Los porcentajes de remocion de PO, total registrados en el fotobioreactor
por lote a nivel piloto (BLP) oscilaron entre el 31 y el 76%, presentandose los
porcentajes mas altos a cada 35 hrs del in6culo de agua residual, con valores

de remocién que van del 31.8% (8.1 a 5.5 mg I'") al 76.4% (2.4 a 0.5 mg I'")

(Fig. 13).
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Figura 13. Valores promedios y desviacion estandar (lineas horizontales) de los
porcentajes de remocion de PO, total y N-NH,4 presentados en el
fotobioreactor por lote a nivel piloto (BLP) y fotobioreactor control

(BC).

Al contrastar las concentraciones de POy total encontradas en el BLP en
relacion al BC solo se evidencio la diferencia entre estos tratamientos a las 70 y
140 hrs de uso de las esferas (Tabla XVI).

Tabla XVI. Valores estadisticos resultado del contraste de PO, total en el
fotobioreactor por lote piloto (BLP) en relacién a las concentraciones

observadas en el fotobioreactor control (BC) a cada 35 hrs de muestreo.

| X% Critica = 5.99

Hora de muestreo 35 70 105 | 140

X? Calculada (BLP vs BC) | 3.3 | 376 | 4.9 | 482
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El N-NH; se removi6 de un 13.2 a 40.2% en el BLP, presentando
maximos niveles de remocion después de cada 35 hrs de tratamiento, con
porcentajes que van del 25% (37.1 a 27.6 mg I') al 40% (47.4 a 28.3 mg I').
Para el BC los porcentajes de remocion fueron de un 1.7 a 27.2% (Fig. 13).

Los valores de N-NH4 encontrados después de cada 35 hrs de inéculo en
los BLP fueron estadisticamente diferentes en contraste a los obtenidos en el

BC a las mismas horas de muestreo (Tabla XVII).

Tabla XVII. Valores estadisticos del contraste de las concentraciones de
N-NH4 en el fotobioreactor por lote piloto (BLP) a cada 35 hrs del in6culo en

relacién a las concentraciones observadas en el fotobioreactor control (BC).

X? Critica = 5.99

Hora de muesireo 35 70 105 140

X* Calculada (BLP vs BC) | 649.9 | 34.3 | 89.5 | 110.9

Los valores normalizados por hora, por gramo de peso organico y por

nimero de células se presentan en la Tabla XVIII.




Tabla XVIII. Valor medio y desviacién estandar de las tasas de remocion

normalizadas de N-NH,y POy total para los fotobioreactores por lote piloto.

Hora mg I d” mg g peso organico” h™ | pgcel x10° h”
de
muestreo | N-NH, POy N-NH4 PO, N-NH,4 PO,
35 13.09 0.8 23.6 1.8 0.10 0.60
70 9.6 1.3 1.5 1.5 0.80 0.10
105 8.5 1.7 3.3 0.9 0.69 0.20
140 7.5 1.3 5.0 0.8 0.79 0.10

Los valores de coliformes fecales se muestran en Ia‘Tabla XIX, asi como
los valores de remocion de cada ciclo.

Tabla XIX. Concentracion de coliformes fecales en el inéculo y valor
medio y desviacion estandar (+ D.S.) de la remocién de coliformes fecales

después del tratamiento en el fotobioreactor por lote piloto (BLP).

Coliformes fecales en NMP ml”

Hora de In6éculo de agua BLP R -
Muestreo residual smecian
(Horas) (%)

|
j 35 1.70 x10* 7.00 x 10° 58.8 (£12.2)
L 70 1,80 x 10° © 4.90x102 | 62.3(x11.2)
L 105 2.40 x 10° ~ 5.60 x 107 76.6 (£10.1)
140 2.40x10° 2.30 x 10° 90.4 (+13.3)

L
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Los SST se presentaron con valores que van de 0 a 785.7 (Fig. 14),
teniendo la mayor cifra registrada a las 140 hrs en el BLP. Los datos
observados en el BLP resultaron estadisticamente diferentes comparados con

los del BC (Tabla XX).

Tabla XX. Contrastes estadisticos de los valores de SST entre los

fotobioreactores por lote piloto (BLP) en relacion a los fotobioreactores control

(BC).

X* Critica = 5.99
Hora de muestreo 35 70 105 140
X? Calculada (BLPvs BC) | 10.7 | 140 | 17.8 | 3733
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Figura 14. Valor promedio y desviacion estandar (lineas horizontales) de los
SST presentados en el fotobioreactor por lote a nivel piloto (BLP) y
fotobioreactor control (BC).
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La DBOs en el BLP tuvo concentraciones de 11.49 a 25.38 mgl” (Fig.
156). El analisis estadistico mostré que solo los datos tomados a las 35 hrs no

son diferentes a los valores del BC (Tabla XVI).
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Figura 15. Valor promedio y desviacion estandar (lineas horizontales) del DBOs
presentado en el fotobioreactor por lote a nivel piloto (BLP) vy
fotobioreactor control (BC).

Tabla XXI. Estadisticos calculados de los contrastes de DBOs entre los

fotobioreactores por lote piloto (BLP) en relacion a los fotobioreactores control

(BC).

X% Critica = 5.99

Hora de muestreo 35 70 105 140

X? Calculada (BLP vs BC) | 0.2 | 164.8 | 12.1 | 48.0
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En los BLP no se presentd remocion de las grasas y aceites. Los datos

de grasas y aceites oscilaron entre los intervalos de 18 a 0 mgl™ en el indculo

de agua residual (Fig. 16)
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Figura 16. Valor promedio y desviacion estandar (lineas horizontales) de las
grasas y aceites registradas en el fotobioreactor por lote nivel piloto
con microalgas inmovilizadas (BL) e Inoculo.

El pH que se observé en el BLP oscilo entre 7.3 y 9 (Fig. 17). Los valores

de pH encontrados en el BLP y BC no fueron estadisticamente diferentes como

se muestra en la Tabla XVII.

Tabla XXII. Valores estadisticos de pH entre los fotobioreactores por lote

piloto (BLP) en relacion a los fotobioreactores control (BC).

X? Critica = 5.99

105

140

Hora de muestreo 35 70
X* Calculada (BLP vs BC) | 0.3 | 0.0

0.2

0.2
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Figura 17. Valor promedio y desviacién estandar (lineas horizontales) del pH
observado en el fotobioreactor por lote a nivel piloto (BLP) y
fotobioreactor control (BC).

4.3.1. Crecimiento y analisis proximal de microalgas en los
fotobioreactores por lote a nivel piloto.

El peso seco organico de las microalgas en los fotobioreactores por lote
a nivel piloto se mantuvieron entre el intervalo 7.5-92.7 mg ml" (Fig. 18),

presentandose los valores mas altos en las muestras tomadas a las 105 hrs

(70.1-92.7 mg ml™).
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Figura 18. Valor promedio y desviacion estandar (lineas horizontales) del peso
organico registrado en las microalgas inmovilizadas en el
fotobioreactor por lote a nivel piloto (BLP).

La prueba estadistica para contrastar las muestras de cada 35 hrs con

las tomadas 35 hrs antes sefialé que todas las muestras de peso orgénico

fueron diferentes (Tabla XXIII).

Tabla XXIIl. Valores estadisticos de peso organico entre las muestras

tomadas cada 35 hrs en el fotobioreactor por lote piloto (BLP).

X Critica = 5.99

| Hora de muestreo | 35 70 105 140

X? Calculada (BLP) | 98.5 | 300.0 | 1724.8 | 11938
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El crecimiento celular en las esferas mantenidas en el bioreactor por lote
piloto se mantuvo entre los valores de 3.93 a 5.77 células x 10° esfera™,
presentando las densidades mas altas en la muestra tomada a las primeras 35

hrs y las mas bajas a las 140 hrs de uso de las microalgas inmovilizadas (Fig.

19).
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Figura 19. Valor promedio y desviacién estandar (lineas horizontales) del
numero de células en las esferas del fotobioreactor por lote a nivel
piloto (BLP).

Al registrar el tamano celular en las esferas inmovilizadas en el BLP, se

observé que no fueron diferentes al contrastar las muestras entre si, con una

X? Critica = 5.99 (Tabla XXIV).
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Tabla XXIV. Valor medio y desviacién estandar (+ D.S.) del tamarfio de

las microalgas en promedio en el fotobioreactor por lote piloto (BLP) registrado

cada 35 hrs de uso de las microalgas inmovilizadas.

Hora de muestreo (Horas) 0 35 70 105 140
Tamario célula en promedio 45412 | 4.5£1.3 | 4.7£1.5 | 5.1£1.5 | 5.4+£1.6
(Hm)
X? Calculada (BRLP) 0.0 0.0 0.1 0.0 0.1

contenido de clorofila a se observé de 0. cel” en el in6culo, hasta
El contenido de clorofil b de 0.5 I en el lo, hast

2.2 pg cel'a las 105 hrs de tratamiento (Fig. 20).
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Figura 20. Valor promedio y desviacion estandar (lineas horizontales) de la

Clorofila a registrada en el fotobioreactor a nivel piloto (BLP).
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En lo que se refiere a los analisis proximales, los porcentajes de lipidos
en las microalgas oscilaron entre 5 y 21%, registrando los valores mas altos a
las 140 hrs y observandose el menor al inicio de los ciclos de remocién (Fig.

21),
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Figura 21. Valor medio y desviacion estandar (lineas horizontales) de los
analisis bioquimicos proximales realizados en las microalgas
inmovilizadas en el fotobioreactor por lote piloto (BLP).

Los analisis estadisticos s6lo mostraron diferencias entre los lipidos
encontrados a las 35 hrs en comparacién a la cantidad de lipidos al iniciar el
proceso de remocion, y en los datos presentes al final del proceso en

comparacion a los iniciales. Al contrastar los datos de cada 35 hrs con los

tomados a las 35 hrs previas no se observaron diferencias (Tabla XXV)
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Tabla XXV. Valores estadisticos de lipidos entre las muestras a

diferentes horas en el fotobioreactor por lote piloto (BLP).

X? Critica = 5.99

Hora de muestreo 35 70 | 105 | 140 | 35 vs. 140

X? Calculada (BLP) 11.3 | 0.0 [ 0.0 | 5.1 455

Los porcentajes de proteinas oscilaron entre 11y 23%, obteniéndose los
valores mas altos a las 140 hrs del inicio del tratamiento; por su parte, el valor
mas bajo se obtuvo al inicio del tratamiento (Fig. 21). Como se muestra en la
Tabla XXVI, solo a las primeras 35 hrs se evidencié una diferencia en los

porcentajes de proteinas en relacion al dato anterior (0 h). Otro valor diferente

se presentd al contrastar los datos registrados a las 35 hrs con los observados

a las 40 hrs.

Tabla XXVI. Valores estadisticos de proteinas entre las muestras a

diferentes horas en el fotobioreactor por lote piloto (BLP).

X? Critica = 5.99

Hora de muestreo | 35 | 70 | 105 | 140 | 35 vs. 140

X? Calculada (BLP) | 7.07 [0.59| 0.44 | 4.7 1.3
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4.4 Fotobioreactor por lote a nivel piloto en relacion a los sistemas
convencionales de tratamiento.

Los parametros de los efluentes de los sistemas convencionales de
tratamiento terciario de aguas residuales y la calidad del efluente del BLP se
presentan en la Tabla XXVII.

Los sistemas de tratamiento presentes en la siguiente tabla, se enfocan
en la remocion de algin contaminante en particular y, al implementar la adicion

de un proceso, la calidad del efluente es mejor.
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Tabla XXVII. Niveles de tratamiento alcanzados con diferentes combinaciones sistemas para el tratamiento de

aguas residuales (modificada a partir de Metcalf & Eddy Inc, (2003)).

Proceso de Tratamiento Calidad tipica del efluente (mg I”)
SST BODs | NHsN PO,
Lodos activados + filtracién granular 4-6 <5-10 | 15-25 4-10
Lodos activados + filtracion granular + adsorcién de carbon <5 <5 | 15-25 4-10
Lodos activados/nitrificacién 10-25 5-15 | 1-5 6-10
Lodos activados/nitrificacién-desnitrificacién 10-25 5-15 l 1-2 6-10
Adicion de sales a los lodos activados + nitrificacion/desnitrificacion + filtracion <5-10 <5-10 1-2 1
Remocidn bioldgica de fosforo 10-20 5-15 5-10 <2
Remocién biolégica de nitrégeno y fosforo + filtracion <10 <5 <2 =2
Lodos activados + filtracién granular + adsorcion de carbon + osmosis reversa <1 <1 <2 <1
Lodos activados/nitrificacién-desnitrificacion y remocion de fésforo + filtracion <1 <1 <0.1 <0.5
granular + adsorcion de carbén + osmosis reversa )
Lodos activados/nitrificacién-desnitrificacién y remocion de fésforo + <1 <1 <0.1 <05
microfiltracién + osmosis reversa
*Fotobioreactor por lote piloto 233-785 | 22.2-25.3 | 22.4-28.8 | 0.5-55

* Proceso de tratamiento del presente estudio.
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5. Discusion.

5.1. Remocion de fosforo total y nitrégeno amoniacal en los
fotobioreactores por lote y continuo a nivel laboratorio.

El contenido de N-NH4 en los sistemas de tratamiento con microalgas esta
determinado por la incorporacion y asimilacion de las microalgas, la pérdida en
forma de nitrégeno amoniacal no ionizado a la atmosfera y por la descomposicion
de la urea a N-NHy4 por las bacterias ureasa positivas existentes en el agua (Lau
et al, 1995). La principal causa de remocion de P-total en los sistemas de
tratamiento con microalgas es el pH alto, que propicia su precipitacion (Voltolina
et al,, 1999). En el caso de los fotobioreactores a nivel laboratorio el pH no fue
mayor a 9, por lo que el proceso descrito anteriorment‘e tal vez no es tan
relevante, pero si tomamos en cuenta la presencia de los iones de calcio en la
matriz de alginato de sodio, una parte importante de la eliminacién de P se pudo
deber a la precipitacion de este nutriente en fosfato de calcio, como lo sugiere
Tam y Wong, (2000), asi como a la adsorcion del P en la superficie de la matriz
(Martinez et al., 2000).

Las remociones de nutrientes reportadas en los sistemas por loti y
continuos contrastados a nivel laboratorio, tanto en el porcentaje minimo como en
el porcentaje maximo, fueron mas altos en el fotobioreactor por lote que en el
fotobioreactor continuo. Un factor que puede explicar la mayor remocion del
fotobioreactor por lote, son las posibles diferencias en el crecimiento de

microalgas en las esferas, ya que segin De Bashan et al, (2002b) en

condiciones de cultivo por lote y semicontinuos se evidencia un mayor nimero de




células por esfera en relacion al nimero de células por esfera en condiciones con
flujo continuo, debido a que el reemplazo del agua en los tratamientos continuos
fue aparentemente muy rapido para que las microalgas inmovilizadas asimilaran
nutrientes con mayor eficiencia.

Este aumento en la biomasa microalgal tiene un efecto directo sobre la
remocion de nutrientes. Como reporta Lodi et al., (2003) la asimilacion biologica
tiene lugar preferentemente durante el crecimiento de biomasa. Otra razon que
justifica estas diferencias es la carga de nutrientes, ya que debido a la
variabilidad del agua residual, no fue posible mantener concentraciones
homogéneas de nutiientes en cada ciclo. Esto afecté la capacidad de remocién
de las microalgas ya que, al no tener condiciones constantés de nutrientes, estas
se encontraron con cambios, presentandose regimenes de escasez o sobrecarga
de nutrientes, provocando en el primer caso un rapido consumo de nutrientes del
agua y en el segundo caso una saturacion, principalmente de fésforo, limitando
su asimilacién (Hernandez et al., 2006)

Sin embargo, para ambos nutrientes los niveles de remocién fueron
mayores a los obtenidos por Travieso et al., /1996), que reporta del 60 y 69% de
remocién de ortofosfato y nitrégeno amoniacal respectivamente y en el caso de
Chlorella vulgaris, mientras que Chlorella kessleri registré remociones del 56 y
34% de ortofosfato y nitrogeno amoniacal respectivamente.

Voltolina et al., (2005) encontraron una remocion de nutrientes entre el 60

y 63%. Los porcentajes de remocion reportados en este documento también

fueron mayores, esto posiblemente a que se utilizé agua residual real, con lo que
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se incluyé a la biota microbiana nativa que tiene un efecto en la reduccion de
nutrientes (Lau et al., 1995; Jiménez-Pérez et al., 2004), como se evidencia en
los fotobioreactores control.

Tam y Wong, (2000) reportaron en un estudio con la microalga Chlorella
vulgaris inmovilizada en alginato con una densidad de esferas de 3.9 esferas ml”
de agua, la eliminacién de alrededor 76.2% de N-NH4 y 86.7% de PO, en 24 hrs.
Martinez et al., (2000) documentaron remociones de alrededor de 40% en N-NH4
y P de aproximadamente 50%. Voltolina et al., (1999) encontraron porcentajes de
eliminacién de N-NH4 de 73.5 a 79% y de PO4 de 59 a 56.1%. Siendo similar a lo
presentudo en este trabajo.

Cabe recordar que las remociones especificas de lc;s estudios dependen
de las caracteristicas del agua residual usada, la especie de microalga, las
condiciones de cultivo y, la mas importante, la relacion entre la cantidad de la
biomasa y la carga hidraulica y de contaminantes del agua residual (Shi ef al.,
2007).

Con los resultados obtenidos se puede evidenciar que el uso microalgas
inmovilizadas con alginato de sodio, por una parte ayuda a la mayor remocién de
P-total debido a la asimilacion por parte de las microalgas ademés por adsorcion
como ya se describié anteriormente. También se demostré que es viable su
implementacion en sistemas por lote a nivel piloto de 50 litros en el exterior,

presentando remociones de P-total del 76% y de N-NH4 del 52%.
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5.2. Comparacion entre el fotobioreactor por lote a nivel piloto en
relacion a los sistemas convencionales de tratamiento.

Como se observa, al comparar los valores del fotobioreactor por lote
presentado en este estudio con los datos de los demas sistemas de tratamiento,
el fotobioreactor tiene valores mas altos de los parametros de calidad de agua
analizados en este trabajo. Sin embargo, los valores de nitrégeno amoniacal y
fosfato del fotobioreactor por lote a nivel piloto sélo son comparables con los
primeros cuatro procesos enlistados en la Tabla XXVII, que son:

e Lodos activados con filtracién granular.
e Lodos activados con filtracion granular y adsorcién de carbén.

e Lodos activados con nitrificacion.

e Lodos activados con nitrificacion-desnitrificacién.

5.3. Remocién de fosforo total y nitrégeno amoniacal en el
fotobioreactor piloto al aire libre.

Los porcentajes de remocion en los fotobioreactores a nivel piloto se
comportaron de manera similar a los de nivel laboratorio, ya que durante el
experimento el periodo de luz:oscuridad fue muy similar, de entre 12.5 hrs a 13
hrs de luz por 11.5 a 11 hrs de oscuridad. Las incidencias maximas de irradiancia
que se registraron oscilaron de entre 415 a 417 YE m™?s” en las horas de

exposicion directa a la luz. La exposicién a la alta irradiancia en el exterior,
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pudieron haber provocado una fotoinhibiciéon, ya que las microalgas antes de
inmovilizarse se cultivaron con un flujo de fotones menor (135 pE m?s™).

Sin embargo, las remociones similares presentadas en los fotobioreactores
a nivel laboratorio y piloto, dan evidencias para suponer que la especie
Scenedesmus obliquus fue tolerante a las condiciones ambientales a las que se
expuso. El mantener a las microalgas en una matriz les puede conferir cierta
estabilidad y constancia en las condiciones microambientales dentro de la esfera.

Los procesos antes descritos de remocion de fosforo total y de nitrégeno
amoniacal para los fotobioreactores a nivel laboratorio, son fenémenos que se
presentan también en los fotobioreactores a nivel piloto, dadas las caracteristicas
idénticas en la preparacion de la inmovilizacién de |las micr(;algas en la matriz de

alginato, asi como en el uso del agua residual del mismo efluente.

5.4. Solidos suspendidos totales y DBOs.

Los resultados de SST y DBOs mostraron un aumento progresivo en los
fotobioreactores a nivel laboratorio y piloto. Este incremento paralelo y gradual de
los SST y de Demanda Bioquimica de Oxigeno lo reportd Travieso et al., (1996),
y lo atribuye a la desestabilizacion de la matriz de alginato; por las razones que
van a ser expuestas mas adelante, lo que a su vez permite la liberacion
progresiva de microalgas (Lau ef al., 1998).

Lo antes descrito se ve incrementado a través de tiempo, ya que se
sobrepasa la maxima capacidad de retencién de las esferas, por el incremento de

densidad celular en la matriz. Tal evento provoca un aumento en los valores de
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DBOs, ya que al irse degradando la matriz, se presenta la liberacion de

microalgas al medio, con lo que se va liberando materia organica al medio.

5.5. Cambios del pH.

Una de las principales caracteristicas de los cultivos de microalgas es él
incremento de pH inducido por la actividad fotosintética (Becker, 1994; Voltolina
et al., 1999; Nufiez et al., 2001).

El pH se mantuvo dentro de un rango estrecho (7.0 a 9.5), siendo similar a
lo reportado por Travieso et al,, (1992). El pH se mantuvo preferentemente en \
condiciones alcalinas debido a la presencia de Ca” en la matriz de alginato, asi
como la precipitacion del fosfato en fosfato de calcio (Tan; y Wong, 2000). Sin
embargo, la principal variable que control6 las condiciones de pH fue el régimen
de luz:oscuridad. Al parecer la frecuencia con la que las microalgas fueron
expuestas a la luz no fue suficiente para poder alcanzar una tasa fotosintética
mas alta, por lo que no se presentd un aumento en el pH porque en el proceso
fotosintético se utilizan los iones bicarbonato, el cual provee de CO, a las
microalgas, lo que ocasiona un aumento del pH pues predominaria el OH" en el
agua (Martinez ef al., 2000). Varios autores han mencionado que el aumento en
el pH es causado por la actividad fotosintética, originada por la disponibilidad e

intensidad de luz (Chevalier y De La Notie, 1985a; Chevalier et al., 2000; Nufez

et al., 2001; Voltolina et al., 2005).
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5.6. Remocion de coliformes fecales.

La remocion observada tanto en los fotobioreactores en el laboratorio,
como al aire libre, no fue como se esperaba; ya que en un estudio efectuado por
Sebastian y Nair, (1984) reportaron la total eliminacion de E. coli en cultivos
masivos de Scenedesmus obliquus, debido al alto pH encontrado en los
estanques; pero en nuestro caso la remocién de coliformes fecales en los
fotobioreactores a nivel laboratorio y piloto al aire libre fue baja, debido a que los
valores de pH en nuestros fotobioreactores oscilaron de un 7 a 9, no siendo lo
suficientemente alto para provocar una disrupcion en la membrana del
citoplasma. De acuerdo con Mendoca et al, (1994) este fendmeno tiene su

maxima presencia a un pH 12.

La remocion de coliformes fecales que se observé no logra ser del 100%,
pero al disminuir la concentracion de estos microorganismos se tiene la ventaja
que se utilizaria menos desinfectante para poder alcanzar altos niveles de
desinfeccion.

Por otfro lado en parte se le puede atribuir la remocion de E. coli a las
propiedades del agua tratada, pues aunque existan los nutrientes potencialmente
necesarios para el crecimiento de E.coli la temperatura, la irradiancia, los
protozoarios y bacteriofagos presentes pueden inhibir el crecimiento de estos

microorganismos (Duran et al., 2002; Ravva y Korn, 2007).
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5.7. Crecimiento microalgal.

El crecimiento en las células inmobilizadas depende generalmente de
varios factores, como la permeabilidad de la matriz, el contenido nutricional del
medio, la posibilidad de encontrar los requerimientos de luz y el espesor de la
matriz (Kaya y Picard, 1996).

Al contrastar las figuras de biomasa organica y de numero células por
esfera, se observa que se va incrementando a través del tiempo el peso de la
biomasa microalgal, con un punto maximo a las 105 hrs; pero el numero de
células por esfera es maximo a las 35 hrs del inéculo, para después presentar
una disminucion gradual. El aumento en peso de la biomasa microalgal se puede
explicar con el crecimiento en tamafio celulary de la degrad‘acién de la matriz.

Al inicio, cuando las microalgas se encuentran inmovilizadas en una matriz
donde presumiblemente se encuentran bien distribuidas (Lau et al, 1997), las
células crecen sin limitaciones ya sea de luz o de nutrientes, presentando valores
de 0.6 pg de Chl a por célula a las primeras 35 hrs; similar a lo encontrado por
Kaya et al., (1995). De manera similar, en el presente trabajo a las 35 hrs las
células alcanzan una densidad de alrededor de 5.5 x10° células esfera, el
maximo observado en este estudio aunque, debido a su tamafo (4.5 pm), no
registran alto peso organico (23.1 mg ml™).

El aumento en biomasa alcanza un valor maximo de 92.7 mg ml™ a las 105
hrs, lo que no se refleja en el numero de células por esfera, que a partir de las 35
hrs va decreciendo hasta 4 x 10° células esfera”, sugiriendo que se ve

sobrepasada la capacidad de retencién maxima de las esferas y las microalgas




van siendo liberadas al medio. El progresivo decaimiento en la biomasa organica
se ve acelerado por la degradacion de la matriz, por los factores antes expuestos,
no permitiendo mantener un sustrato estable para el crecimiento celular,
propiciando la expulsion de microalgas al agua; lo que finalmente aumenta los
valores de SST y de DBOs de manera progresiva y paralela. El incremento en el
peso organico es atribuible a la agrupacion caracteristica que presenta la
especie (Richmond, 1986; Soeder y Hegewald, 1988; Becker, 1994) y al

incremento en el tamafio de la célula.

5.8. Composicién proximal de las microalgas inmovilizadas.

Ademas de los cambios en el pH que promueven Ia‘s microalgas a traves
de la actividad fotosintética, el atractivo de utilizar estos organismos es la
absorcion de los nutrientes disueltos en el agua en compuestos organicos
(Chevalier y de la Nolie, 1985b; Voltolina et al., 2005). Al parecer no existe una
relacion directa entre el consumo de nutrientes y el contenido de constituyentes
bioquimicos de las microalgas, ya que la velocidad de asimilacion de nutrientes
es mayor a la velocidad de sintesis de los componentes bioquimicos, por lo que
el consumo de nitrégeno y fosforo no denota necesariamente necesidades
metabdlicas de las microalgas, sino que se guardan en las reservas internas para
ser utilizados de acuerdo con sus necesidades fisiologicas (Valenzuela et al.,
20095).

Los contenidos y porcentajes de los compuestos bioquimicos, dependen

de las propiedades quimicas y fisicas del medio de cultivo, por lo que la
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composicion de Scenedesmus es muy variable, oscilando entre 8.5% a 56% de
proteine y de 7% a 14% de lipidos (Soeder y Hegewald, 1988).

Voltolina ef al., (1999) reportaron un promedio de 30% de proteina y 31.4%
de lipidos en un medio sintético. Similarmente, Martinez et al., (2000), presentan
valores entre 33%-34% y Nufez et al., (2001), documentaron valores de 33.5%.
Tales valores son mayores a los maximos que se encontraron en el presente
trabajo, de 23% para proteinas y de 21% de lipidos.

Soeder y Hegewald, (1988) mencionan que la microalga Scenedesmus
obliquus dado su patrén de aminoacidos es factible para la nutricion de animales
monogastricos. Becker, (1994) describe que se han encontrado estudios donde el
uso de esta especie de microalga promueve un descenéo en los niveles de
colesterol en ratas, presumiblemente por la alta cantidad de celulosa y
carbohidratos. También este autor menciona que a Scenedesmus obliquus se le
puede dar un uso terapéutico en enfermedades de la piel favoreciendo una rapida
cicatrizacion.

Teniendo en consideracién el posible uso como complemento alimenticio
de la microalga cultivada, es necesdrio puntualizar que para poder hacer factible
un uso comercial de la biomasa cosechada es necesario un monitoreo constante
de los componentes bioquimicos presentes en la microalga, ya que para poder
comercializar esta biomasa es importante ofertar un alimento con una
composicion bioquimica. Ademas, es importante determinar el contenido de

microorganismos patogenos y metales pesados, ya que tanto en las esferas




64

como en las microalgas se puede encontrar estos contaminantes provenientes

del agua tratada.

5.9. Viabilidad de la matriz de alginato.

Las esferas se degradaron progresivamente a lo largo de las corridas en
los fotobioreactores en el laboratorio y a nivel piloto al aire libre, lo que repercutid
en un aumento en los parametros de SST y DBOs, como se observd en los
resultados.

La disolucion de la matriz fue causada por varios factores, entre los que se
pueden sefialar el que en el experimento se sometieron las esferas a un régimen
de luz:oscuridad 12:12 hrs, lo que aumento la tasa de mue‘rte en las microalgas.
Al descomponerse la materia organica dentro de las esferas se produce gas que
va destruyendo la esfera, como lo menciona Travieso et al., (1992 y 1996) donde
observaron una mayor estabilidad de las esferas en mayores irradiancias, por lo
que un ciclo con mas tiempo de luz, e incluso 24 horas luz hubiera tenido una
mayor ventaja en lo que respecta a la estabilidad de la matriz y supervivencia de
la microalga. Sin embargo, la principal razén que se eligié un periodo de tiempo
de 12 hrs luz: 12 hrs oscuridad fue para registrar el funcionamiento de un
fotobioreactor a escala piloto que fuera energéticamente barato para asi proponer
su posible comercializacién, ya que como menciona Voltolina et al., (2005) que el
uso a gran escala de fotobioreactores con luz continua el balance costo-beneficio

no es favorable por la alta demanda de energia y los precios bajos que tendria la

biomasa producida.
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Un factor méas, es que debido a la naturaleza ionotrépica de la matriz, la
estabilidad mecanica del gel del alginato depende generalmente de la
condiciones ionicas ambientales, siendo muy vulnerable a la presencia de
agentes quelantes, tales como el fosfato que comtinmente es el nutriente i6nico
mayormente presente en el agua residual. Estos agentes se unen con los
cationes, como el Ca*, lo que provoca que se pierda gel, dando como resultado
final la disolucion del alginato; afectando la estabilidad del gel en periodos largos
y continuos (Chevalier y De La Note, 1985b; Mallick y Rai, 1994; Lau et al., 1998)
por ello, a pesar de haberse llevado a cabo la recalcificacién de las esferas, el
deterioro de la matriz fue evidente, demostrada por los parametros de SST y por

la observacion directa de las esferas. Por lo que se propone darles un uso no
mayor a 70 horas a las esferas y someterlas a una recalcificacién con una

concentracion mayor a la utilizada en el presente proyecto.

5.10. Comparacion de los sistemas convencionales de tratamiento en
relacién del fotobioreactor piloto.

Como se menciond con anterioridad, el fotobioreactor piloto solo es
comparable con los primeros cuatro sistemas de tratamiento presentados en la
Tabla XXVII en terminos de N-NH4 y de P-total, los cuales incluyen al sistema de
lodos activados. En principio como explica Grady et al, (1999), todos los
sistemas de lodos activados tienen en comun: a) ser fléculos de microorganismos
que son utilizados para remover la materia organica soluble y particulada del

afluente, b) utilizar un tanque de sedimentacion para remover los solidos
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suspendidos que se generaron con los lodos activados, c¢) los sélidos
suspendidos retenidos en el tanque de sedimentacion son reciclados a los lodos
activados y d) el exceso de sdlidos son desechados.

Una de las variables que aumenté mas dramaticamente por efecto de la
degradacion de las esferas y por la liberacion de microalgas al medio, fueron los
SST. Por una parte podemos contemplar cierta ventaja de los sistemas de lodos
activados al contar con sedimentador que evidentemente le confiere al efluente
un agua con mejor calidad a los lodos activados en términos de SST.

Ademas los sistemas que mas se acercan a |los valores de nutrientes
reportados en el efluente del fotobioreactor objeto de estudio, cuentan con
filtracion granular, por lo que disminuyen aun mas los valore‘s de SST, lo que a su
vez reduce el DBCs, ya que comunmente en los efluentes urbanos los SST los
conforman material organico particulado y/o soluble.

En cuanto al uso potencial del agua solo se puede utilizar de momento en
riego agricola dados los valores altos de SST. Sin embargo, si este contaminante
fuera removido el agua podria emplearse para un uso publico urbano.

En lo que respecta al uso de las microalgas, ademas de ser un alimento
potencial y tener propiedades terapéuticas en la piel como se ha mencionado con
anterioridad, también puede utilizarse la biomasa combinada con papel para la
produccion de bio-gas (metano) como lo proponen Hong-Wei y Brune (2007). La
adicion de papel a la biomasa microalgal tiene como funcién balancear la relacion

CIN y las esferas podrian ser utilizadas directamente en un sistema de digestion.

El inconveniente seria de contar con la infraestructura necesaria para realizar la
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digestion, por lo que seria necesario realizar un estudio de costo-beneficio,
analizar el potencial y la eficiencia del uso de esta biomasa con diferentes
metodos de digestion.

Una propuesta mas es el uso directo de las esferas para alimentar peces
ornamentales.

Otro uso para la biomasa serfa como acondicionador de suelos, el cual se
aplicaria directamente al suelo para suministrar materia organica a suelos pobres
de este constituyente. Es recomendable realizar un andlisis de metales pesados
a las esferas debido a su capacidad de adsorber estos contaminantes y a su
posible afectacion al suelo al que fueran aplicadas.

Las opciones antes mencionadas le darfan un uso a‘ la biomasa con altas
cargas de nutrientes disponibles como producto del tratamiento de aguas

residuales, tratamiento que de manera tradicional solo causa gastos, y no

material aprovechable.
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6. Conclusiones.

Se implementaron fotobioreactores por lote, tanto a nivel laboratorio como
piloto, mostrando remociones mayores de N-NH,4 y de Pl—total en comparacion a
los del sistema continuo; con un 52% de remocién de N-NH; y 78% de P-total
para los fotobioreactores por lote a nivel laboratorio y con un 40% de remocion de
N-NH4y un 76% de P-total para los fotobioreactores piloto por lote. En cuanto a la
calidad del efluente del fotobioreactor a nivel piloto se encontré que, debido a los
altos niveles de solidos suspendidos totales (SST) y demanda bioquimica de
oxigeno (DBOs) sélo se puede usar para el riego agricola.

La calidad del agua del efluente del fotobioreactor a nivel piloto comparada
con los sistemas convencionales de tratamiento fue menor‘ y solo fue similar en
términos de nutrientes con las cuatro combinaciones de siguientes procesos:

e Lodos activados con filtracién granular.

e Lodos activados con filtracién granular y adsorcién de carbon.
e Lodos activados con nitrificacion.

» Lodos activados con nitrificacién-desnitrificacion.

Las microalgas Scenedesmus obliquus presentaron un incremento
progresivo en la clorofila a, biomasa, proteinas y lipidos. Por lo que puede ser
viable para alimento de peces ornamentales, acondicionador de suelos.
produccion de biogas y/o uso terapéutico en la piel, pero efectuando un analisis
previo del contenido de metales pesados y patégenos. Por lo que seria necesario

efectuar un estudio para poder establecer la viabilidad del uso de las microalgas,
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ya sea inmovilizadas o libres, obtenidas de un sistema similar al presentado en el
presente trabajo en el que se hagan ensayos sobre alimentacién de peces de
ornato, acondicionamientos de suelos o producciéon de bio-gas, ademas de
estudiar su factibilidad econémica para los diferentes usos.

Debido a los valores de pH evaluados en el presente trabajo, la
desinfeccion del agua residual no fue la esperada. La remocion de coliformes
fecales no fue lo suficiente ni constante como para poder cumplir con un uso de’
servicios al publico de contacto directo o servicios al publico con contacto
indirecto u ocasional segiin Norma Oficial Mexicana NOM-003-SEMARNAT-1997,

por lo que sdlo se recomienda el uso del efluente para riego agricola.
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