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RESUMEN

La remediacién de aguas residuales con microalgas inmovilizadas es una técnica que ha sido usada
recientemente en varios paises para la remocién de nutrientes del agua. El objetivo de esta investigacion fue
determinar la eficiencia de las microalgas nativas inmovilizadas en fotobioreactores, para remover nutrientes,
como nitrogeno y fésforo, de un efluente anaerobio real y sintético, a escala de laboratorio. Inicialmente se
tomaron muestras en la entrada de los canales de la planta de tratamiento de la Universidad Pontificia
Bolivariana y se llevaron al laboratorio para ser cultivadas con medio de cultivo, hasta que la concentracion de
biomasa algal fuera la mas o6ptima, tomandose parametros como pH, oxigeno disuelto y peso seco a cada
muestra; en la segunda etapa se paso a la inmovilizacion del cultivo utilizando polietileno de baja densidad
incrustado en mallas de acero colocadas al interior de los reactores durante 21 dias. Para evaluar la remocion
de nutrientes en el agua se realizé un disefio factorial de dos factores: concentracion inicial de amonio en el
agua residual y tipo de agua residual. Las concentraciones iniciales de amonio fueron 130 y 90mg/L; los tipos de
agua residual fueron: agua residual real filtrada y agua residual sintética. En los resultados se pudo observar que
en todos los experimentos el porcentaje de remocion fue alto para el NH4+, las dos muestras presentaron muy
buenos resultados dando un porcentaje de 77%. Para el PO4-3 , se registraron porcentaje de remocion de 78%
dando eficientes resultados. En las dos muestras, la remocién de DQO fue 6ptima dando porcentajes hasta del
92%. Se puede concluir que las microalgas en gran concentracion tienen un alto porcentaje de remocion de
NH4+ , PO4-3 y materia organica presente en el agua,considerando que factores externos como presencia de
bacterias ayudan a la remocion de estos compuestos.
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ABSTRACT

Remediation of wastewater with immobilized microalgae is a technique that has recently been used in several
countries for the removal of nutrients from water. The objective of this research was to determine the efficiency of
native microalgae immobilized in photobioreactors, to remove nutrients, such as nitrogen and phosphorus, from a
real and synthetic anaerobic effluent, at laboratory scale. Initially samples were taken at the entrance of the
canals of the treatment plant of the Pontifical Bolivarian University and taken to the laboratory to be cultivated
with culture medium, until the concentration of algal biomass was the most optimal, taking parameters such as
pH, dissolved oxygen and dry weight to each sample; in the second stage it was moved to the immobilization of
the crop using low-density polyethylene embedded in steel meshes placed inside the reactors for 21 days. To
evaluate the removal of nutrients in the water, a factorial design of two factors was performed: initial
concentration of ammonium in wastewater and type of waste water. Initial ammonium concentrations were 130
and 90mg/L; the types of waste water were: actual filtered wastewater and synthetic waste water. In the results it
was observed that in all experiments the removal rate was high for NH4+, the two samples presented very good
results giving a percentage of 77%. For PO4-3, 78% removal rate was recorded giving efficient results. In both
samples, the removal of COD was optimal giving percentages up to 92%. It can be concluded that microalgae in
high concentration have a high percentage of nh4+, PO4-3 and organic matter removal present in water,
considering that external factors such as the presence of bacteria help the removal of these compounds.
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INTRODUCCION

La generacion de aguas residuales en gran magnitud es un resultado proveniente de las actividades bésicas
de los seres humanos, la composicidn de estas suele ser peligrosa para los seres vivos y el medio ambiente,
por tal motivo, deben ser tratadas antes de ser vertidas a cuerpos de agua. Actualmente, existen varios
tratamientos para aguas domésticas y agroindustriales. Sin embargo, estos todavia liberan grandes
cantidades de nutrientes como fésforo y nitrégeno, convirtiéndose en la principal causa de eutrofizacién en

rios, mares y lagos (Lau, Tam, & Wong, 1997; Trepanier, Parente, Comeau, & Bouvrette, 2002).

En la naturaleza existen microrganismos que cuentan con la capacidad de captar nutrientes. Las microalgas
son organismos fotosintéticos que se han destacado por sus capacidad de remover nutrientes como el fésforo
y nitrégeno. Ademads, cuentan con la ventaja de crecer en medios contaminados, alta tasa de crecimiento y
capacidad de realizar sus procesos metabdlicos con una fuente de energia natural o artificial (Martinez &

Navarrete, 2016).

Los procesos de tratamiento de agua residual emplean varios métodos para eliminar el fésforo y nitrégeno,
ya sea a gran escala o a escala laboratorio. Uno de los métodos utilizados para este tipo de contaminantes
es el cultivo de microalgas en estanques abiertos o en fotobiorreactores en suspension, los cuales han
demostrado ser potencialmente Utiles como agentes para la remocién de nutrientes y otros contaminantes

presentes.

La inmovilizacién de microalgas se ha convertido en uno de los métodos sugeridos para la solucién de esta
problematica, permitiendo ademds concentrar una elevada cantidad de biomasa, la cual es utilizada en la
produccién de alimentos, cosméticos, acuicultura, farmacéuticos, obtencion de electricidad e hidrégeno y

eliminacion de metales (De Bashan & Bashan, 2010).

La Universidad Pontificia Bolivariana cuenta con un sistema de tratamiento de aguas residuales que en su
etapa final posee un sistema de canales con macréfitas flotantes (Eicchornia crassipes) para la remocién de
nutrientes, pero este presenta poca eficiencia. Por lo anterior, es importante evaluar otras alternativas que
permitan la eliminacién de nutrientes presentes en el agua residual. Este trabajo tiene como objetivo evaluar
la capacidad de microalgas nativas inmovilizadas para la remocién de nutrientes de un agua residual de baja

carga a escala de laboratorio.
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1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la capacidad de microalgas nativas inmovilizadas para la remocion de nutrientes de un agua residual

de baja carga a escala de laboratorio.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Seleccionar las microalgas nativas que serdn inmovilizadas en fotobiorreactores para la remocién
de nutrientes.
e Analizar el efecto del tipo de agua residual sobre la capacidad de las microalgas para la remocién

de nutrientes.

e Determinar la influencia de la concentracién inicial de nitrégeno sobre la remocién de nutrientes.
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2. MARCO TEORICO

2.1 ANTECEDENTES

Las microalgas son una agrupaciéon de microorganismos que presentan un alto indice de conversion de
energia luminica a biomasa, asi como su uso de nutrientes inorgdnicos, lo que les permite el incremento de
sus poblaciones a una alta velocidad a la vez que oxigenan el medio en que se desarrollan y atraen el CO»
atmosférico (de la Notiie, 1992; Benemann et al., 1987; Li et al., 2008). En general, las diferentes especies
de algas, como las clorofitas, presentan rangos de eliminacién de fosforo y nitr6geno que van de 8% hasta

un 100%, y estas pueden clasificarse en heterotréficas o mixotroficas (Wang et al., 2010a).

El uso de estos microorganismos para eliminar nutrientes del agua es un método muy conocido, aunque no
se usa con frecuencia. La importancia radica en que las microalgas son capaces de remover una alta cantidad
del nitrégeno inorgdnico y una gran parte del fésforo por absorcién celular directa (Tam & Wong, 2000).
Ademads, pueden eliminar algunos metales pesados del agua (Lebeau & Robert, 2006; Moreno & Garrido,

2008).

El nitrégeno (N) presente en el agua residual se deriva de los cambios metabdlicos de los compuestos
obtenidos de las deposiciones (urea y proteinas) y el 50% o mas del fésforo (P) es obtenido de detergentes
sintéticos. Los principales compuestos quimicos en los que aparecen ambos elementos son amonio (NH*),

nitrito (NO5), nitrato (NO3) y ortofosfato (PO ;%) (Horan, 1990).

El uso de microalgas en procesos de tratamiento del agua residual data de los afios 50, cuando una
asociacion de investigadores de la Universidad de California introdujo el concepto de Laguna Algal de Alta
Tasa (HARP, por sus siglas en inglés) para el proceso de residuos organicos. En los afios 70, dicha ideologia
fue expandida por diferentes regiones de Asia y en Estados Unidos de América (de la Noiie, 1992; Ferrera-
Cerrato et al., 2006). Chung et al. (1974), fueron de los primeros en cultivar Spirulina platensis en aguas
residuales de granjas de cerdos y, posteriormente, Mitchell y Richmond (1988) lograron mejorar el medio
Zarrouk para dicho género con aguas residuales de ganado. Durante las proximas décadas, diferentes
especies de microalgas clorofitas, como Chlorella pyrenoidosa, Desmodesmus quadricaudatus o
Chlamydomonas spp., empezaron a ser aprovechadas para remover nutrientes de efluentes de todo tipo y

disminuir contaminantes como petréleo (Rawat et al., 2011).

17



Chevalier y de la Noiie (1985), fueron los pioneros en determinar la remocién de N-NO;~ y PO, en aguas
residuales metropolitanas, por medio de microalgas clorofitas Desmodesmus quadricaudatus y
Acutodesmus obliquus inmovilizadas en carragenina kappa. Sus rendimientos evidenciaron una capacidad
de remocion casi total, llegando al 100%. En los siguientes periodos se realizaron estudios sobre la remocién
de N- NO; y PO, en medios sintéticos por parte de microalgas inmovilizadas en alginato (Jeanfils y
Thomas, 1986; Robinson et al., 1988; Robinson et al., 1989); Travieso et al. (1992), dispusieron esta misma
matriz con Chlorella vulgaris para el tratamiento de aguas residuales. Los creadores obtuvieron un
porcentaje de remocion entre 69% y 82% de P y N en condiciones de luz solar y fluidizado.

En Colombia, se han adoptado investigaciones a escala de laboratorio por instituciones de educacién
superior y profesional como la Universidad de Antioquia, Universidad Pontificia Javeriana y la Universidad
Industrial de Santander, entre otras, y se han llevado a escala industrial en técnicas del sector hidrocarburos
en compaiiias como Cementos Argos y el Instituto Colombiano de Petroleos, ICP, entre otras, (Corredor,

2008).

En Santander se han llevado a cabo diversos andlisis enfocados a precisar las matrices mds adecuadas para
lograr la inmovilizacién. Romero & Garcia (2010) sefialan que el polietileno de baja densidad resulta ser el
mejor co-inmovilizante para la creacién de biomasa algal. De igual forma, Blanco & Villamizar (2014)
coinciden que el mejor material de inmovilizacién es el polietileno de baja densidad, evaluando en este caso
el efecto de glicerol residual en la deposicion de lipidos y carbohidratos en Chlorella vulgaris utex 1803

como materia prima para la produccién de combustible.

En la Universidad Pontificia Bolivariana Seccional Bucaramanga se realizaron pruebas con microalgas
inmovilizadas para la remocién de nutrientes de un agua residual sintética, sin embargo, no se lograron
resultados favorables debido a la ausencia de ciertos nutrientes, que pudieron afectar la remocién de fésforo

(P) y nitrégeno (N)) (Castro & Reyes, 2016).

2.2 AGUAS RESIDUALES

Las aguas residuales son un producto de las actividades humanas. Para un buen tratamiento y disposicién
final de las aguas residuales, se deben conocer las propiedades bioldgicas, fisicas y quimicas de estas, asi
como los efectos que tienen sobre las fuentes que las reciben.

Segin Romero (1999) “las aguas residuales son las aguas usadas y los s6lidos que por unou otro medio se

introducen en las cloacas y son transportados mediante el sistema de alcantarillado”, las cuales surgen como
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producto inevitable de las actividades humanas y sus caracteristicas estdn ligadas a las actividades

econdmicas que las producen.

Las aguas residuales se dividen en: aguas residuales domésticas, aguas residuales municipales y aguas

residuales industriales como se muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Tipos de aguas residuales

Tipo de agua Proveniencia

Los liquidos provienen de las
Aguas residuales
viviendas, edificios instituciones y
domésticas )
comerciales.

Los residuos liquidos pasan a través

del alcantarillado municipal, para

Municipales
luego ser tratados en una plata de
Aguas residuales no )
tratamiento.
domésticas
Son los residuos liquidos que
Industriales provienen de las descargas de las

industrias manufactureras.

Fuente: Romero Rojas (1999)

Las aguas residuales domésticas estdn constituida por agua (99.9%) y sélidos (0.1%), de este se tiene que
el 70% son orgénicos y el 30% son inorgdnicos como sales, metales y arena; siendo este 0.1 % el que debe
ser sometido al proceso en las plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR). La composicién del agua
residual estd en funcidn del uso, caracteristicas sociales y econdmicas de la poblacidn, clima, cultura y uso

del suelo, entre otras (Suarez M., 2010).

2.2.1 Tratamiento de las aguas residuales

La principal importancia del tratamiento del agua residual es remover mediante diversos métodos el
material contaminante, orgdnico e inorgdnico, el cual se puede encontrar en forma de particulas en
suspension y/o disueltas, esto con el fin de obtener la calidad de agua que requiere la normativa de descarga
o por el nuevo tipo de utilizacién al que sera destinada.

En la figura 1, se presenta un esquema conceptual de un sistema de tratamiento de aguas residuales. Para el

tratamiento del agua residual se tienen operaciones (fisicas) y procesos (quimicos y biolégicos) unitarios,
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los cuales se seleccionan teniendo en cuenta las caracteristicas del agua residual a tratar y la calidad
esperada del agua tratada. Ademads, es posible generar emisiones gaseosas a la atmdsfera e, invariablemente,
la produccién de material de desecho, el cual puede ser un residuo sélido, como la materia retenida en los

tamices o rejas (Noyola, Morgan, & Giiereca, 2013).

Emisiones a
lz atmésfera

Sistema de tratamiento

Agua residuzl :
de aguas residuzles

Agua tratada

Insumos Residuo sélide
Lodo

Figura 1. Esquema conceptual de un sistema de tratamiento de aguas residuales

Fuente: Noyola, Morgan & Guereca (2013).

En la figura 2 se observa un esquema de posibilidades tecnolégicas para la composicion de un tratamiento
de aguas residuales. En esta figura sobresale la divisién de dos grupos, los tratamientos biol6gicos y los
fisicoquimicos. Los tratamientos fisicoquimicos utilizan procesos fisicos como la filtracién por retencién
fisica, el uso de la gravedad, la atraccién electrostitica, entre otras; y procesos quimicos, como la
coagulacidn, oxidacién, precipitacion, absorcion, etc. Los bioldgicos involucran la degradacién del material
organico mediante microorganismos. En cuanto a los sistemas bioldgicos, existen sistemas aerobios (actian
en presencia de oxigeno) y los anaerobios (funcionan sin oxigeno).

Una division aparte obtienen los sistemas naturales construidos, los cuales aprovechan las transformaciones
que se llevan a cabo en el medio natural, tratando de incrementar la capacidad del tratamiento en unidades
de proceso controlada. Como ejemplo de estos sistemas se tienen los humedales artificiales o el tratamiento

mediante descargas directas al suelo.
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Por otra parte, los sistemas bioldgicos anaerobios se pueden clasificar en tres generaciones que a su vez se
pueden componer de acuerdo con el nivel de interaccién que posee el microorganismo con el sustrato a
degradar (facilidad de transferencia de masa) y la relacién entre el tiempo de retencién del microorganismo
en el sistema (denominado tiempo de retencion celular, TRC) y el tiempo de retencidn hidraulica del sistema

(TRH) (Noyola, Morgan, & Guereca, 2013).

Tecnologias para el
tratamiento de agua residual

Fisicoquimicas Biolagicos

* Tamizado

* Filtracién

* Sedimentacidn
* Flotacién

: i&:g;ﬁgg * Lodos activados [diversas variantes)

# Filtro percolador (varias tasas de carga)
* Discos biolégicos rotatorios

# Filtro sumergido

Aerobios

* Diesorcién

* Oxidacion quimica

* Filtracién con membranas

* Coagulacidn-Floculacidn-Sedimentacidn
*Predpitacion

* Intercambic iGnico Anaerobics

* Foss séptica
* Tanque Imhof
Tratamiento * Contacto anae_mblo
de lodos # Filtro anaerobio
* Reactor de lecho de lodos (USAB)
* Reactor de lecho expandido/fuidificado

* Composteo

* Tratamiento con cal Sistemas
*» Tratamiento térmico natu ral_es
* Digestitn anaercbia construidos

* Digestion asrobia

# Sistemas lagunares (diversas variantes)
* Humedales (wetland)
® Escurrimiento//infiltracién en el terreno

Figura 2. Clasificacion esquemdtica de los procesos para el tratamiento de las aguas residuales

Fuente: Noyola, Morgan & Guereca (2013).

Para el tratamiento de las aguas residuales se han definido 4 niveles, (1) tratamiento preliminar, (2)

tratamiento primario, (3) tratamiento secundario y en algunos casos (4) tratamiento terciario o avanzado.

El tratamiento preliminar comprende una serie de unidades o médulos que tienen por fin la eliminacidn de
los constituyentes (materiales gruesos) de las aguas residuales, que pueden causar problemas en la
conduccién, mantenimiento u operacion de una PTAR. Los principales sistemas que se utilizan en laetapa

de pretratamiento son las rejillas y los desarenadores.
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El tratamiento primario es aquel que se enfoca en la remocién parcial de sélidos suspendidos, materia
organica u organismos patégenos que se encuentran en el agua residual. Esto se puede realizar mediante
procesos fisicoquimicos como la sedimentacién o sedimentacién primaria avanzada, los cuales son métodos
de preparacion para el tratamiento secundario. Usualmente en este periodo del tratamiento, se logran

remociones hasta del 60% de los sélidos suspendidos y de 35 a 40% de la DBO (Romero, 1999).

El tratamiento secundario comprende los tratamientos microbioldgicos tanto aerobios como anaerobios, y
en esencia es un proceso de oxidacion bioldgica. Segiin Romero (1999) “es la conversion bacterial de los
elementos de su forma orgédnica a su forma inorgdnica mediante una oxidacién fuerte en un proceso

denominado mineralizacion”.

Para la eliminacién de nutrientes se usan tradicionalmente procesos fisicoquimicos y bioldgicos, el mas
adoptado entre ellos es el proceso de nitrificacion y desnitrificacion (Fair, 1984), pues ha demostrado ser
una técnica efectiva y econdmica (Brock, 1991). La nitrificacién es un proceso aerobio que se pone en
marcha a través de 2 etapas, la oxidacién amonio-nitrito y la oxidacién nitrito- nitrato, en las cuales
intervienen microrganismos diferentes para cada fase, pero ambos pertenecientes a la familia
Nitrobacteriaceae (Prosser, 1989). La desnitrificacion bioldgica es un proceso andxico en el cual se
transforma el nitrato producido en la nitrificacion a N, por medio de la actividad de diferentes enzimas

(Knowles, 1982).

2.3 MICROALGAS

2.3.1. Generalidades

Las microalgas son organismos unicelulares autétrofos (capacidad de sintetizar todas las sustancias
esenciales para su metabolismo a partir del CO») y fotosintéticos, que generan compuestos complejos como
carbono a partir del di6xido de carbono y la energia luminica (Pfandl, Chatzinotas, Dyal, & Boeningk,

2009).

Las algas no pertenecen a ningin grupo taxonémico definido, sin embargo poseen ciertas caracteristicas
generales y de organizacion que se encuentran abiertas a cambios conforme se acumula informacién. Estos
organismos incluyen tanto procariotas (células que carecen de un nicleo unido a la membrana) y eucariotas

(células con nicleo tipico unido a la membrana) (Bellinger & Sigee, 2010).

22



Las microalgas tienen una capacidad ficorremediadora, la cual se basa en la eliminacién o
biotransformacion de contaminantes de un medio liquido o gaseoso. Estos compuestos contaminantes son
captados por la biomasa algal y pueden ser recuperados mediante su cosecha. Esta capacidad se da mediante
un sistema de cultivo con 2 propésitos: eliminacién de contaminantes y produccion de biomasa con fines
comerciales. Los 2 objetivos dependen del sistema de cultivo, la o las especies cultivadas y los factores

ambientales (Hernandez & Labbé, 2014).

Tipicamente, las microalgas son capaces de aprovechar la energia luminica para su sustento, en dicho
proceso su desarrollo depende de la materia inorgdnica. Sin embargo, existen algas que pueden aprovechar
la materia orgénica para lograr la sintesis de nutrientes. De esta forma las microalgas pueden clasificarse

seglin su mecanismo de obtencidn de energia en:

¢ Fotoheterotrofas
< Fotoautotrofos
% Mixotroéficas

s Heterétrofas

Las microalgas de agua dulce pueden ser agrupadas en diez grupos o phylum, en relacién a su apariencia

microscopica, como se registra en la tabla 2.
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Tabla 2. Microalgas de agua dulce: apariencia microscdpica

Color Motilidad (las células
Phylum ) Morfologia tipica Ejemplos
tipico vegetativas / colonias)
) ) o Tiene regulacion de
1.Algas verde azules Azul- Microscopia o visible Synechocystis
) flotabilidad. Algunos
Cyanophyta verde -Usualmente colonial ) Microcystis
pueden deslizarse
Microscopia o visible Algunos organismos Chlammydom
2.Algas verdes Verde- ) ) )
) -Unicelular o unicelulares y colonias onas
Chlorophyta hierba )
colonias filamentosas con flagelos Claudophona
3.Euglenoides Varios Microscopia — Euglena
Sobre todo con flagelos
Euglenophyta colores Unicelular Colaction
4.Algas amarillas- ) ) )
Amarillo Microscopia — Zoosporas flageladas y Ophiocytum
verdes
- verde Unicelular gametos Vaucheria
Xanthophyta
5.Dinoflagelados Rojo- Microscopia — Ceratium
Todos con flagelos
Dinophyta pardo Unicelular peridnium
6.Criptomonas Varios Microscopia — Sobre todo con los Rhodomonas
Crytophyta colores Unicelular flagelos Cryptomonas
7.Crisofitas Marrén Microscopia — Mallomonas
Algunos con flagelos
Chrysophyta oro Unicelular o colonial Dinobryon
Microscopia — Stephanodiscu
8.Diatomeas Marrén Movimiento deslizante
Unicelular o colonias s
Bavilatiphyta oro sobre el sustrato
filamentosas Aulacoseria
) ) Batrachosper
9.Algas rojas ] Microscopia — )
Rojo . i No mdviles mum
Rhodophyta Unicelular o colonial
Bangia
10.Algas pardas Pardas-  Visible — Multicelular ] Pleurocladia
) No méviles
Phaeophyta marrén  amortiguadores y talo Heribaudiella
Fuente: John, Whitton, & Brook (2002).
2.4. FOTOSINTESIS

La fotosintesis es el método por el cual la energia entra a la biosfera, esta se da por diferentes factores

ambientales como la calidad de la luz y la intensidad, humedad del aire, temperatura, disposicion de agua,

nutrientes y di6xidos de carbono. La fotosintesis incluye reacciones de 6xido-reduccion. Durante el proceso

24



de fotosintesis, las microalgas usan la energia proveniente del sol para generar un oxidante capaz de extraer
el oxigeno del agua, al igual que electrones y protones, mientras que se reduce el di6xido de carbono para

asi formar carbohidratos (Salisbury & Ross, 1994).

La fotosintesis se da en 2 grupos de reacciones, las primeras reacciones dependientes de la luz, las cuales
capturan energia luminica y la transforman en energia quimica en forma de ATP y NADPH. El segundo
grupo de reacciones reciben el nombre de reacciones independientes de la luz, y son una serie de reacciones
usadas para convertir carbono inorgdnico en triosafosfato, sustrato para el alga (Ver figura 3) (Barsanti,

2006).

1. Reacciones dependientes 2. Reacciones independientes
de la luz. de la luz.

Figura 3. Esquema grdfico de la fotosintesis

Fuente: Adaptado Adaptado de: Curtis et al, 2006
El proceso de fotosintesis convierte un carbono en su maximo estado oxidativo (CO;) en carbohidratos
como resultado de una reduccion fuerte, a continuacion se muestra la reaccion establecida por Boussingault
(1864).

6C0, + 6H0 + luz - CeH206 + 60,

En esta reaccion la luz es un sustrato primario, la clorofila a es un catalizador necesario para la reaccion, el

CsH,Og representa la materia orgdnica reducida hasta carbohidratos.
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2.4.1. Reacciones de la fase luminica

Es la fase inicial de la fotosintesis y es la fuente de energia mas significativa para todos los seres vivos, ya
que comprende la luz solar. La energia luminica es utilizada para la produccién de compuestos organicos a
partir del CO»y del agua. Las reacciones dependientes de la luz usan la energia luminica para formar dos
moléculas de almacenamiento de energia ATP y el portador de electrones reducido NADPH. En las plantas
se lleva a cabo en las membranas tilacoides, cuya composicion ha sido estimada en 50% lipidos y 50%

proteinas y su espesor mide 7nm. (Barsanti, 2006).

Existen 2 tipos de fotosistemas, el primero es el (FSI), el cual es asociado con las moléculas de clorofila
que absorben a longitudes de ondas largas (700) y se conoce como p700. El fotosistemas II (FSII), se asocia
a moléculas de clorofila que absorben a 680nm, por eso es denominado P680. El fotosistema II se reduce
al recibir electrones que provienen de una molécula de agua, el cual a la vez por la accién de la luz, se
descompone en hidrégeno y oxigeno en el proceso de fotolisis del H>O. De este modo se puede mantener
un flujo continuo de electrones desde el agua hacia el fotosistema II. Los dos fotosistemas pueden actuar
simultdneamente, este proceso se conoce como esquema en Z, para producir la fotofosforilacién (obtencién
de ATP) (Koolman & Rohm, 2003). Los principales pigmentos presentes en los tilacoides en el género
Chlorella son las xantofilas y los B-carotenos que son las molesculas que absorben la luz en las regiones

del espectro de luz verde y azul (Maris, 2012).

2.4.2 Reacciones de la fase oscura

En esta etapa de la fotosintesis, se genera la fijacion del CO, y su reduccion por los protones aportados por
el NADPH.. Esta fase también es conocida como “reacciones termoquimicas de Calvin”, ya que fue €l quien
aclar6 el complicado proceso entre los afios de 1954 y 1960.

Calvin y Benson (1948) formularon los mecanismos de la fase oscura de la fotosintesis, mecanismo por el

cual se transforma el CO; en azidcares y otros compuestos en 4 fases principales, formando asi el ciclo de

Calvin-Benson (figura 6) como se muestra a continuacion.
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Figura 4. Ciclo de Calvin- Benson

Fuente: Richmond (2004)

2.5. INMOVILIZACION DE MICROALGAS

El método de inmovilizacidn tiene algunas ventajas principales: primero concentra alta cantidad de biomasa
que puede ser utilizada como subproducto; segundo, evita la filtracion de las aguas residuales tratadas; y
por ultimo, tiene una alta resistencia a compuestos toxicos presentes en las aguas residuales tratadas (De
Bashan & Bashan, 2010).

Una célula inmovilizada es una célula viva, que por medios naturales o artificiales, se evita que se mueva
independientemente de su ubicacion original a todas las partes de una fase acuosa de un sistema (Tampion

& Tampion, 1987).

2.5.1. Etapas de la formacion de biopeliculas en la inmovilizacion

La formacién de biopeliculas en los materiales de inmovilizacién se da en cuatro pasos principalmente. En
el primer paso, las células distinguen una superficie de adherencia formando uniones activas reversibles por
medio de fimbrias, apéndices, pilis o proteinas extra celulares. En el segundo paso se provoca un aumento
de la biomasa celular, evidenciandose en el aumento de la intensidad de color en los materiales de soporte y

por consiguiente, la disminucién del mismo en el medio liquido circundante, debido a que crea
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microcolonias alrededor del drea de adherencia, asi como la formacién de SPE (Sustancias poliméricas
extracelulares), generando una unién irreversible. La composicién del exopolisacarido puede variar de
acuerdo con el tipo de microorganismos o las condiciones ambientales, los componentes principales son
alginato, N-acetil-glucosa-mina, glucosa y lactosa (Garzén & Barragan, 2008). Y en la tercera fase, la
biopelicula aumenta y madura, lo cual permite la adhesiéon de nuevas colonias, entre ellas bacterianas y
finalmente, en el cuarto paso, las células individuales o conglomeradas se despegan de la biopelicula
formada, ya sea por erosion, abrasiéon o separacion para formar nuevas aglomeraciones generando una

coloracién verdosa en el medio liquido circundante (Nazar, 2007).

2.6. TRATAMIENTO DE AGUA RESIDUAL CON MICROALGAS

El uso de microalgas para la remocién de nutrientes en aguas residuales ha sido ampliamente estudiado
gracias a su potencial para remover nitroégeno y fosforo, su capacidad de absorber bacterias patégenas,
metales y residuos peligrosos, su posible uso como fuentes de alimentos, etc. Segin Hoffman (1998), los
tratamientos con microalgas logran las mismas eficiencias de remocion para fésforo que los tratamientos
quimicos convencionales, pero los tratamientos basados en microalgas presentan menores costos gracias al
ahorro de los producto quimicos y al aprovechamiento de los metabolitos resultantes y el uso de la biomasa

como fertilizante.

El principal objetivo de la aplicacién de microalgas en el tratamiento de aguas residuales es la utilizacién y
transformacién de los nutrientes a biomasa, con la consecuente produccién de oxigeno para mejorar la
calidad del efluente, asi como la disponibilidad de este para la continua oxidacién bacteriana de la materia
organica en sistemas integrales, mediante el ciclo de oxigenacidon fotosintética de aguas residuales

(Martinez & Navarrete, 2016).

El tratamiento de las aguas residuales con microalgas muestra grandes e importantes ventajas, ya que tienen
como resultado la remocién de sales (amonio, nitritos, nitratos, ortofosfatos), el aumento del pH de los
efluentes (proceso fotosintético) lo cual beneficia la precipitacién de ortofosfatos, la remocién de nitrégeno
amoniacal, por efecto de intercambio gaseoso, la disminucién de la demanda bioldgica de oxigeno, la
oxigenacién del agua favoreciendo la oxidacién continua de materia orgdnica, la accién bactericida
reduciendo la supervivencia de organismos patégenos y la recuperacion de CO, liberado en los procesos

mediante su empleo en el proceso (Abalde, 1995).
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Los microorganismos fotosintéticos pueden remover otros compuestos del agua residual aparte de los
nutrientes gracias a su habilidad para almacenar metales pesados mediante la adsorcién quimica, el
intercambio iénico, la quimisorcion, reacciones redox o precipitacioén a la superficie de su pared celular
(Barsanti, 2006), incluso se han reportado porcentajes de eliminacién de iones metalicos como el hierro,

aluminio, magnesio, manganeso y zinc entre el 56 y el 100% (Wang, 2009).

2.7. PARAMETROS DE INFLUENCIA EN UN SISTEMA DE CULTIVO

Existen diversas variables que afectan el crecimiento en un sistema de cultivo, entre las que se encuentran,
el tipo y concentracién de nutrientes, las condiciones Optimas de temperatura, pH, intensidad luminosa,
ciclos de luz y oscuridad entre otras, las cuales son importantes para llevar un buen control de las

condiciones de cultivo (Fébregas et al, 1996; Tan at al, 2016)

2.7.1. pH

En las microalgas, varia el requerimiento de pH durante su crecimiento. Para valores de pH alcalinos, la
disponibilidad de CO, puede ser limitante para el crecimiento y la fotosintesis de microalgas (Martinez &
Navarrete, 2016).

El pH en el cultivo estd influenciado por varios factores como la alta capacidad de crecimiento, respiracion,
alcalinidad y composicion iénica del medio de cultivo, actividad microbiana y eficiencia de la adiccion de
CO; (Martinez, 2008). La respuesta de las microalgas al pH varia ampliamente, debido a que este factor
determina la solubilidad del di6xido de carbono y de los minerales en los cultivos e influye directa o

indirectamente en su metabolismo. (Ortega & Moronya, 2004).

2.7.2 Luz

La Iuz es el nutriente que suministra la energia a las microalgas para que puedan llevar a cabo la generacién
de nueva biomasa y es por tanto el motor del crecimiento. El crecimiento de los microorganismos
fotosintéticos es proporcional a la intensidad de luz que reciben siempre que esta se sitie por debajo de un
cierto valor maximo. La luz es el nutriente limitante en fotobiorreactor, teniendo en cuenta el valor maximo
necesario, ya que los sistemas fotosintéticos receptores se ven dafiados y la fotosintesis por lo tanto,
inhibida. Cabe destacar que las microalgas se adaptan a los cambios de luz variando el contenido de clorofila

a de sus células (AST ingenieria S.L., 2013).
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2.7.3 Nutrientes

El nutriente mds utilizado en los cultivos de microalgas es el CO,. Al consumirse el carbono, el oxigeno es
producido por fotdlisis del agua y este es diluido en el medio de cultivo (Molina et. Al, 1999). Puesto que
las microalgas pueden vivir bajo altas concentraciones de diéxido de carbono, los gases de invernadero, el
diéxido de nitré6geno y contaminantes en la atmosfera (a partir de diversas fuentes) pueden ser nutrimientos
suficientes para las microalgas (Van Beilen, 2009).

Las algas necesitan alrededor de 13 elementos para su crecimiento, entre ellos estin:

e Nitrégeno

El nitrégeno es un elemento muy importante para el crecimiento de micro algas, el cuarto en su orden, ya
que forma parte de las proteinas y nucleétidos de la biomasa, el cual puede variar de 1 a 10 porciento. Se
agrega principalmente en forma de nitrato (NOj3’), en forma de amonio o se puede adicionar urea (Fernandez

Sevilla 2014).

e Fosforo

El fésforo surge en importantes intermedios metabdlicos y en moléculas estructurales como los fosfolipidos.

Es suministrado como fosfato o fosfatos acidos (PO4'3, HPO4'2) que a menudo son bastante insolubles en

presencia de otros iones del medio (como el Cat2), por lo cual es importante seguir las instrucciones de
preparacion del medio para que no precipite y se de en las mejores condiciones para el crecimiento de las

microalgas (Fernandez Sevilla 2014).

e Carbono

El carbono es aproximadamente un 50% de la biomasa en peso medido en base seca libre de cenizas, las
microalgas foto autétrofas tienen como unica fuente de carbono el CO; el cual puede ser agregado en forma

de bicarbonato o carbonato (Fernandez Sevilla 2014).
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e Oxigeno

El oxigeno es suministrado tanto por el H20 como por el CO2, sin embargo, es solo el oxigeno del CO2 el
que se incorpora a la biomasa. El nivel de oxigeno disuelto debe ser controlado en los sistemas de cultivos
de microalgas. El oxigeno es el resultado de la fotosintesis y puede alcanzar grandes valores en sistemas de

cultivos de alta densidad. (Ruiz Martinez, 2011).

¢ Cloruro, sodio, potasio, calcio, magnesio, sulfato (azufre)

Son iones que aparecen en los medios en grandes cantidades, aunque no siempre se consuman. Son de gran
importancia a la hora de mantener la presién osmética y el equilibrio idnico, aparecen en gran cantidad en
el agua de microalgas marinas, ya sea natural o agua de mar sintética, algunos son, no obstante, importantes
componentes de la biomasa. El magnesio es el ion central que aparece en el nicleo de porfirina de las

clorofilas (Fernandez Sevilla 2014).

2.7.4 Temperatura

La temperatura tiene efectos sobre la densidad del agua y sobre las reacciones bioquimicas, los
requerimientos nutricionales y la composicién de la biomasa. El rango éptimo para el crecimiento de la
mayoria de las microalgas se sitiia entre 18 y 25°C, sin embargo, la tolerancia depende de cada especie

(Gonzales A.M., 2000).

2.8. FOTOBIORREACTORES

Los fotobioreactores son usados para el crecimiento y cultivo masivo de microalgas. Los reactores deben
mantener un medio estable y se debe proporcionar nutrientes necesarios, incluyendo la luz. Existen dos
tipos de reactores: los abiertos, que no permiten un buen control sobre el entorno y los cerrados, en los
cuales se tiene control total sobre las condiciones para que las microalgas crezcan a buena velocidad

(Fernandez Sevilla 2014).
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2.8.1. Fotobioreactores abiertos

En estos biorreactores el cultivo estd en constante contacto con el entorno, tienen un bajo control de
parametros como la temperatura, conductividad, oxigeno disuelto y pH, al estar abiertos tienen una gran
probabilidad de contaminarse con otros microorganismos como bacterias o incluyendo otro tipo de algas.
A pesar de esto, la mayoria de cultivos de microalgas se producen por medio de estos sistemas, la ventaja

de estos fotobioreactores es que son faciles de construir y de bajo presupuesto (Fernandez Sevilla 2014).
2.8.2. Fotobioreactores cerrados

Estos fotobioreactores mantienen al cultivo de microalgas aislado del medio ambiente, estos sistemas tienen
equipados sistemas de agitacion, aireacion, control de PH, estos dispositivos son muy especializados y son

disefiados para una especie en general, estos fotobioreactores impiden la contaminacién con otros

microorganismos (Ferndndez Sevilla 2014).
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3. METODOLOGIA

3.1 SELECCION DE MICROALGAS

3.1.1. Cultivo de microalgas nativas

Para el cultivo de las microalgas, se tomaron muestras de agua y raspado de las paredes de los canales que
se encuentran como parte del tratamiento secundario (canales con macrdfitas) de la planta de tratamiento
de aguas residuales de la Universidad Pontificia Bolivariana, seccional Bucaramanga. Las muestras fueron
llevadas al laboratorio de agua potable, donde se acondicionaron en relacién 1:1 con medio de cultivo Bold
Basal en 8 reactores con volumen {itil de 2 litros, para iniciar el crecimiento de las microalgas. En la figura

7 se muestra el esquema del montaje experimental del cultivo de microalgas.

MODULO

LAMPARAS /|

FRUORESCENTES

DIFUSOR BOMBA

FOTORREACTORES

Figura 5. Esquema del montaje experimental del cultivo de microalgas.

Fuente: Autores

La tabla 3 muestra la composicién del medio de cultivo Bold Basal utilizado. Todos los materiales y el

medio de cultivo se esterilizaron previamente en una autoclave Geminy Sturdy SA- 300 V1.
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Tabla 3. Composicién del medio de cultivo (Bold Basal)

Componente Solucién stock Cantidad Concentracién en
(g.L! dH0) usada medio final (M)
NaNQO3; 25.00 10 mL 2.94x 103
Ca(Cl,..2H;O 2.50 10 mL 1.70 x 10*
MgSO0.. TH,0
7.50 10 mL 3.04 x 10*
K;HPO, 7.50 10 mL 431 x 107
KH;PO, 17.00 10 mL 129 107
NaCl
2.50 10 mL 428 x 10*
Solucion EDTA alcalina
1 mL
EDTA
50.00 1.71 x 10*
KOH
31.00 5.53 x 10*
Solucion de métodos acidificados
1 mL
FeSO,. TH,O
4.98 1.79 x 10?
H2SO4 lm
Soluciéon de Boro
1 mL
H3BOs 11.42 1.85x 10*
Solucion de metales traza
1 mL
ZnS0,. TH;0
8.82 3.07 x 109
MnClL. 4H,0
1.44 7.28 x 10°°
MOO3
0.71 493 x10°
CI.ISO4. 5H20
1.57 6.29 x 10°°
CO(NOs)z. 6H,0O
0.49 1.68 x 10°°

Fuente: Bischoff & Bold, (1963).

El periodo de crecimiento duré mes y medio, obteniendo registro microscopicos, con el proposito de evaluar
cualitativamente el crecimiento e identificar los diferentes géneros de microalgas nativas, con ayuda de
claves taxondmicas (Bellinger & Sigee, 2010). Ademads de esto, se realizaron mediciones constantes de los
pardmetros fisicoquimicos de los cultivos, los cuales podian afectar el crecimiento de los microorganismos,

como: pH, oxigeno disuelto (OD), temperatura.
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El cultivo de microalgas se realiz6 en diferentes fotobiorreactores teniendo en cuenta condiciones como la
iluminacién, temperatura, aireacion y tipo de recipiente. Los fotobiorreactores fueron de vidrio traslucido
y de forma cilindrica. Se tuvo un sistema de aireacion conectado a filtros de aire, los cuales evitaron la
entrada de material particulado al sistema y en la parte inferior se ubic6 un difusor plastico que permitié la
salida del aire. Estos fotobiorreactores fueron ubicados en mddulos con iluminacién de 4700 lux con
ldmparas fluorescentes de luz blanca, aproximadamente de 50cm de alto por 1 metro de ancho con
fotoperiodos de 12h y temperatura ambiente. Durante esta etapa, se llevé un seguimiento del crecimiento

de las microalgas, identificindolas y clasificdndolas segin las claves taxonémicas.

Ademads, se hicieron repiques de los cultivos para aislar las microalgas de los demds microorganismos y
suplir el agotamiento de los nutrientes, esto se hizo empleando un microscopio y una Camara de Neubauer.
Para la determinacién o recuento celular se emplea una camara de Neubauer de 0.25 mm o de 0.05 mm

como lo muestra la figura 6.

0.25 nm.

|
n%: e l
|
|

Figura 6. Imagen de la rejilla de una cdmara de Neubauer de 0.1 mm para conteo celular.

Para realizar el conteo celular, se tom6 un volumen de 10 pl de la muestra que contiene el alga y se tuvo

en cuenta los siguientes pasos:

e Se tomo el recipiente donde se tenian las muestras y se agit6 con el fin de permitir que las células

se distribuyeran uniformemente.
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¢ Se coloc6 un cubreobjetos sobre la cdmara de Neubauer, y se colocé en posicion horizontal sobre el
meson, en un lugar cémodo para pipetear.

e Se introdujo una micropipeta y se succiond la sustancia (muestra).
e Se introdujo la pipeta o micropipeta en la muestra.

e Se pulsé el botén de succién suavemente hasta que se observé cémo se va llenando la pipeta o punta
con el contenido de la muestra.

e Se saco la pipeta o micropipeta de la muestra y siempre manteniéndola en posicién vertical se llevo
hasta la cdmara de Neubauer.

e Se coloco la pipeta o punta en el borde del cubreobjetos, en el extremo de la cimara de Neubauer.
Se trat6 de dejar que el liquido penetre entre la cdmara y el cubreobjetos desde el lateral, por
capilaridad.

e Se solt6 el botén de eyeccién suavemente mientras se supervisé que el liquido estaba entrando
correctamente y de forma uniforme en la cimara. De esta manera se tuvo la cdmara de Neubauer

lista para el recuento celular bajo el microscopio 6ptico.

Generalmente para hacer el recuento, se enfocé la cimara de Neubauer con el objetivo 10X, 20X o 40X
segtin el tamaifio de las células que se pretenden contar (Arredondo & Voltolina, 2007).

El recuento celular se realizé enumerando las células presentes en los 4 cuadros de las esquinas y el central
del cuadro marcado con una X. Posteriormente se aplicé la siguiente férmula para determinar la densidad

celular por mililitro de la muestra.

Concentracion celular/ml =(N° de células contadas .N° de cuadros totales /N° de cuadros contados).

10.000

Este tipo de conteo se realizé cuando en el conteo se alcanza un niimero > a 100 células. Por otro lado,
cuando la densidad celular era baja (< a 100 células) se realizé el conteo de los 5 cuadros grandes de la

camara de Neubauer, asi como se muestra en la figura 7.
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Figura 7. Imagen de la rejilla de la cdmara de Neubauer de 0.1 mm, donde se seiialan los cuadros grandes que se
cuentan cuando la densidad celular es inferior a 100 células.

En este caso la férmula para determinar la densidad de células por mililitro de la muestra es la siguiente:

Concentracion celular/ml= (N° células contadas X 10.000) /N° cuadros contados

Para efectuar un recuento méas preciso es recomendable tomar como minimo 1 submuestra de cadareplica

con el fin de determinar la concentracion celular media.

3.1.2 Inmovilizacién de microalgas

Para la inmovilizacién de microalgas se utilizaron igualmente fotobioreactores de vidrio traslucidolos
cuales contenian una malla que sostenia 15 alambres y por cada alambre 24 cubitos del material
inmovilizante, lo cual permitié una mayor concentracién de la biomasa, también contraban con un sistema
de aireacion acoplado a un difusor plastico de burbuja mediana, ubicado en la parte inferior de los reactores.,
El soporte para la inmovilizacién de las microalgas fue el polietileno de baja densidad, el cual presentd
resultados 6ptimos en estudios anteriores (Castro y Reyes, 2016). El material se corté en cubos con las
dimensiones que se muestran en la figura 8, los cuales fueron lavados con agua destilada en ebullicién y
luego secados en el horno a una temperatura de 105°. Pasado este tiempo, se fijaron en soportes de acero lo
que garantizO que se encontraran sumergidos totalmente en los fotobiorreactores. El polietileno fue
sumergido en medio de cultivo y biomasa algal nativa obtenida del cultivo realizado anteriormente, con una

relacion de 1:1.
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Figura 8. Dimensiones del material de inmovilizacion

Fuente: Autor
3.2 REMOCION DE NUTRIENTES DEL AGUA RESIDUAL

Para determinar la influencia del tipo de agua residual y la concentracién inicial de amonio sobre la
capacidad de las microalgas para la remocién de nutrientes, se realizé un andlisis descriptivo, con el fin de
recopilar datos, organizarlos y analizar los resultados, ademds de estudiar los efectos de los factores de
interés de una manera simultdnea. Se utilizé un disefio factorial 22, con el fin de determinar cémo un factor
puede influir en una variable respuesta. En este caso, se definieron los factores: 1) Tipo de agua residual y
2) Concentracién inicial de amonio. Los niveles establecidos para el factor 1 fueron: agua residual sintética
y agua residual real filtrada; y para el factor 2 fueron: 90 y 130 mg/L. La tabla 4 presenta un resumen de

las condiciones experimentales utilizadas.

Tabla 4. Diseio experimental

Factores Concentracion inicial
Agua residual
Niveles de amonio
Nivel 1 Sintética 90 mg/l NH;
Nivel 2 Real filtrada 130 mg/l NH,

Fuente: Autores

Las concentraciones iniciales de amonio se escogieron teniendo en cuenta los valores presentados en el
efluente anaerobio de la planta de tratamiento de aguas residuales de la Universidad Pontificia Bolivariana
Seccional Bucaramanga. El agua sintética simuld las caracteristicas de un efluente anaerobio con las mismas
concentraciones de nitrégeno y manteniendo una relacion DQO, alcalinidad, amonio y ortofosfatos,

60/30/15/1, respectivamente. En la tabla 5 se presenta la composicion del agua residual sintética.
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Tabla 5. Composicion del agua residual sintética utilizada

Clasificacion Compuesto/ Reactivo Concentracion (mg/1)
Elemento utilizado ARSI ARS IT
Nitrégeno
NH,4Cl 90 130
amoniacal
Ortofdsfato KH;PO4 36 36
Macronutrientes Azufre MgS0..7H,0 0.781 0.781
Potasio KH>PO, 2.298 2.298
Calcio CaCl,.2HO 9 9
Magnesio MgS04.7H,O 6 6
Manganeso MnCl,.2H,O 0.3 0.3
Micronutrientes Zinc ZnS04. TH,O 0.05 0.05
Cobalto CoClz. 6H,0 0.026 0.026
Molibdeno MoOs3 0.03 0.03
Cobre CuCL.2H>0 0.0025 0.0025
Niquel NiClL. 6H,0 0.007 0.007
Hierro FeCl;.6H>,O 2.4 24
Alcalinidad Carbonatos NaHCOs3 260 260
Fuente de
DQO CsH 1206 520 520
carbono

Fuente: Adaptado de Cerén-Vivas et al, 2012

Las variables de respuestas para este disefio fueron la remocién de amonio (NH 4, ortofosfatos (PO,?),
nitratos (NOs") y demanda quimica de oxigeno (DQO). Adicionalmente se midieron pardmetros como

temperatura, oxigeno disuelto y pH.

El agua residual real filtrada fue tomada del efluente anaerobio (entrada de canales) de la planta de
tratamiento de agua residual de la Universidad Pontificia Bolivariana, seccional Bucaramanga. Estas
muestras pasaron por un proceso de filtracion, con el fin de remover los sélidos y asi, determinar los
parametros fisicoquimicos de dicha agua (DQO, NH4*, NOs, PO4?). El agua sintética buscé simular el

efluente anaerobio y se prepard en el laboratorio.
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3.3 METODOS ANALITICOS

Durante el proceso de cultivo e inmovilizacion, los pardmetros de control fueron: pH, temperatura y oxigeno

disuelto, los cuales fueron monitoreados con un medidor multipardmetro portatil HQ40D.

3.3.1 Concentraciéon de biomasa en peso seco

En el cultivo, la metodologia usada para la determinacién de la biomasa en peso seco realizada, fue una
variacién en la metodologfa propuesta por Moheimani (2013), la cual contempla la estandarizacion del
crecimiento algal mediante una curva de crecimiento que relaciona el crecimiento en peso seco y la
absorbancia de una muestra de algas de 1 cm® por medio de una medicién espectrofotométrica, la cual se
basa en la interaccion de la transmitancia (nm) del haz de luz con la absorbancia de una cantidad de
microalgas correspondiente a la muestra problema (ntimero de células/mL), el resultado es una ecuacién
que determina la concentracién de las células del cultivo.

Para la determinacién de la biomasa en peso seco, se utilizaron filtros GF/C, se tom6 ImL de alicuota de
algas en un filtro completamente seco y pesado y se seco el filtro con la muestra durante 60 minutos a una
temperatura de 105 °C, posteriormente se llevé al desecador por 30 minutos y se pesé nuevamente en una
balanza analitica. El proceso se realiz6 durante 21 dias, adicionalmente se tomaron mediciones de
absorbancia a 500, 550, 580, 610,650 y 680 nanémetros en un espectrofotometro Thermo serie GENESYS

10UV (Serrano Malagén, 2015). Para el calculo del peso se utiliz6 la siguiente relacion:

Peso seco= (Peso del filtro con la muestra) — (peso del filtro previamente secado)
3.3.2. Ortofosfatos (PO4>) y Nitratos (NO3)
La determinacién de ortofosfatos y nitratos se realizé por cromatografia idnica. El principio de este método
se basa en una muestra de agua, la cual se inyecta en una corriente de eluente y se pasa a través de una serie
de intercambiadores de iones que se encuentran dentro de columnas.
Cuando una muestra idnica atraviesa estas columnas, los iones presentes se separan debido a las diferentes
retenciones que sufren al interactuar con la fase fija de las columnas analiticas. Una vez se encuentren

separadas, las muestras pasan a través de un detector donde se registra la sefial obtenida respecto al tiempo

de retencidn.
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El equipo que se utiliz6 fue el Cromatégrafo idnico 883 Basic IC Metrom 120V/60Hz, el cual se encuentra
ubicado en el laboratorio de estudios ambientales de la Universidad Pontificia Bolivariana- Bucaramanga.
Para la realizacion de esta técnica se realizaron los siguientes pasos:

e Preparacién de los materiales y reactivos a utilizar

e Estabilizar el equipo de cromatografia iénico para ajustar la columna

e Realizar la configuracién inicial para la creacion de métodos

e Preparacion y andlisis de la curva de calibracién

e Andlisis de las muestras

e Asegurar la calidad de las muestras

e Y por ultimo, la realizacidn de los calculos

3.3.3. Nitrogeno (NH4*)

Para la medicion del nitrégeno (NH %) se utilizé un equipo multi iones de marca Oaklon que contiene un
electrodo para la medicién de amonio. El equipo brinda una lectura directa de la concentracién de iones, es
compacto y fécil de usar, con puntos de calibracién de iones preprogramados y el modo mV le permite
verificar la calibracion y el rendimiento del electrodo. Lee la concentracién en ppm y mV, asi como el pH
y la temperatura en °C.

Para determinar el porcentaje de remocion en cada concentracion de los tipos de aguas, se utilizé la siguiente

ecuacion:

Concentracion inicial — concentraciéon final
%

%Remocion = 100

Concentracién inicial

3.3.4. Demanda quimica de oxigeno (DQO)

La medicién de la DQO se llevé a cabo mediante el método de titulacién por FAS, en el cual se utilizaron tubos de
rosca, a cada tubo se le adiciond lo siguiente:

e Dicromato de potasio (K.Cr,07), que actia como digestor
e Muestra, agua destilada (blanco) o patrdn, este dltimo fue preparado con biftalato de potasio
e Acido sulfdrico mds sulfato de plata (H2SO4+ AgS0Os), el cual actia como catalizador (acelerador

de reaccién).
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Luego de la preparacion de las muestras, se llevaron a un termoreactor por 2 horas a 150°C. Pasado este
tiempo se dejaron enfriar por 40 min y se procedio a titular con sulfato ferroso amoniacal (FAS). Para el
proceso de titulacion, se pasaron las muestras a vasos precipitados y se les adicion6 3 gotas de ferroina, la

cual actia como un indicador.

Para obtener la concentracién de DQO, se debe tener en cuenta la siguiente ecuacion:

(A—B)*8000x*N
Volumen de muestra

Donde:
A= Volumen gastado en el blanco

B= Volumen gastado en la muestra

N= Normalidad del FAS
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4. RESULTADOS Y ANALISIS

4.1. SELECCION E INMOVILIZACION DE MICROALGAS

4.1.1. Cultivo y aislamiento

Mediante las observaciones microscOpicas realizadas a los cultivos, se encontré la existencia de dos
divisiones de microalgas, Bacillariophyta y Chlorophyta, dentro de las cuales se destacan los géneros:
Chlorella, Navicula, Gyrosigma, Diatomea o Bacillariophyceae, Cosmarium y Scenedesmus sp. En el

anexo 2 se muestran los registros microscopicos obtenidos.

El género de microalgas que manifesté mayor cantidad en las muestras microscépicas que fueron obtenidas
del efluente anaerobio de la PTAR UPB, fue la Chlorella vulgaris. La presencia de este género se debe a
que estas son desarrolladas en medios ricos en nutrientes, como es el caso del agua residual, ademds de
esto, este género de microalgas tiene un rango amplio de adaptacién, por lo tanto, es una de las microalgas

con mds rdpido crecimiento, segin lo registrado por Ruiz, A (2011).

Para la inmovilizacion, se trabajo solo con Chlorella vulgaris, ya que es una especie cosmopolita de
ambientes acudticos y que habita inherentemente en las aguas residuales, ademas de esto, presenta altas
tatas de remocién de nitrégeno y fésforo. Como caracteristica principal, la Chlorella crece rdpidamente
teniendo una tasa de crecimiento de hasta 0.2 h! en cultivos fotoautréficos (Lee, 2001). Adicionalmente,
las especies de Chlorella son consideradas de alta resistencia a cambios ambientales, estrés mecanico y
altas concentraciones de contaminantes incluyendo nutrientes y metales pesados (Palmer, 1996: Kaplan et

al., 1987).

Se observ6 un aumento en la densidad celular debido al suministro del medio de cultivo, el cual permite el
crecimiento y la reproduccion acelerada de las algas. Esto se aprecié microscépicamente, por la cantidad y
el aumento del tamafio de las células y macroscopicamente, por el cambio del color, el cual pas6 de un
verde pdlido a un verde intenso, demostrando un aumento en la divisién Chlorophyta. En la tabla 6 se

observan las microalgas al inicio y al final de la fase de cultivo.
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Tabla 6. Evolucién de las microalgas en el proceso de cultivo

Inicio Final

h

Fuente: Autores

En cuanto al conteo por la cimara de Neubaber, se tuvo que el in6culo de la etapa de cultivo donde se
presentaba el crecimiento de algas verdes estaba compuesto exclusivamente por células de Chlorella

Vulgaris.

Después de determinar la concentracion de células en un cultivo que se encontraba en fase exponencial de
crecimiento, se usé la siguiente ecuacion (ASTM 1218, 2007) para calcular el volumen total de cultivo

requerido para la inoculacién de todos los recipientes de ensayo:

A_(BxCxD xE)
B F
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Donde:

A= Volumen del inéculo requerido para cada cultivo prueba (ml).

B= Concentracién celular inicial deseada para cada cultivo de prueba (células/ml).

C= Volumen de la solucién en el recipiente de prueba (ml de la sustancia prueba y ml del medio).
D= Nudmero de recipientes de prueba.

E= Factor de 1.2 para proporcionar un excedente del indculo.

F= Concentracién celular encontrada luego de realizar la lectura a la unidad de cultivo.

4o (15.000 x 750 x 1 x 1.2)
B 6.8 X 107

A=0.1985ml = 1 ml

El volumen requerido para cada cultivo fue de 1 ml. Posterior a estos célculos se procedié a tomar el
volumen del inoculo inicial (cantidad de alga en ml) y se depositd en los recipientes que contenian el medio
de cultivo y de esta forma fueron realizados los repiques para aislar las microalgas y generar volumen. En

el anexo 1 se encuentra cémo se realizé el conteo para obtener la concentracién celular.

4.2. CRECIMIENTO DE LA BIOMASA POR PESO SECO

Teniendo en cuenta las longitudes de onda de la densidad 6ptica para la determinacién de crecimiento de
la biomasa, se eligié trabajar con la de 650 nm, la cual present6 un mejor ajuste lineal con una mejor
constante de correlacién R% En la grafica 1 se observa la curva de correlacion entre la biomasa medida

como peso seco y la absorbancia a 650nm.

45



Grifica 1. Curva de correlacion entre la concentracién de biomasa (mg/l) y absorbancia (nm)
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Se observa un aumento en la concentracion de biomasa algal, mostrando un comportamiento lineal, con
una ecuacién y=2015.5x-423.86 y una constante de correlacion R? igual a 0.9975. La velocidad de
crecimiento especifico es una forma de representar la cinética, considerando el aumento en el nimero de
células en un intervalo de tiempo. Este comportamiento se adapta a los modelos anteriormente reportados

por autores como (Becker, 1994), (De Bashan et al., 202).

4.3. INMOVILIZACION DE LAS MICROALGAS

Para la inmovilizacion de las microalgas, se inicié con una concentracién de biomasa de 2.2 g/L, en la figura
9 se observa el montaje mencionado antes y después de adicionar las microalgas para ser inmovilizadas. Al

finalizar el proceso de inmovilizacién, la concentracién de biomasa en el medio de soporte fue de 1.45 g/L.

Con este valor se inici6 la etapa de remocién de nutrientes en agua residual.
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Figura 9. Registro fotogrdfico del proceso de inmovilizacion

Fuente: Autor

La capacidad de las microalgas por fijarse en superficies facilitando la formacién de floculantes, ha
permitido el desarrollo de esta técnica de inmovilizacién celular por adsorcién en soportes como espumas
translicidas de poliuretano. En condiciones de cultivo controlado en biorreactor, se logra una mayor
retencidn de la biomasa. En el anexo 3, se observa el procedimiento del montaje para la inmovilizacién de

las microalgas.
Ademds de esto, al finalizar el periodo de inmovilizacion, los registros microscépicos mostraron que siguié

predominando la presencia de la Chlorella vulgaris y hubo un gran aumento de sus células como se muestra

en la figura 10.
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Figura 10. Registro microscopico de las microalgas durante del proceso de inmovilizacion

Fuente: Autor

4.4. PARAMETROS DE CONTROL

Como pardmetros de control se midi6 el pH, la temperatura y el oxigeno disuelto, a los cuales se les hacia
medicién a diario, con el fin de mantener ptimas condiciones en los cultivos.

El pH se mantuvo en un rango 6.5 a 8.0 para el proceso de cultivo y 7.0 + 0.4 para el proceso de
inmovilizacién. La temperatura estuvo entre 24°C y 26°C y el oxigeno disuelto entre 7.11 mg/l y 7.58 mg/l,
en los dos procesos. En la gréfica 2 y 3 se observa el rango de los pardmetros durante la etapa de control e

inmovilizacién y en el anexo 4 se muestran los datos de forma detallada de la etapa de cultivo.
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Grifica 2. Pardmetros de control durante la etapa de cultivo
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Grifica 3. Pardmetros de control durante la etapa de inmovilizacién

mpH mTemperatura (°C) m Oxigeno disuelto (mg/I)

30.00

25.16
25.00

20.00

15.00

10.00

5.00

0.00

Fuente: Autores

El pH en los cultivos se ve influenciado por varios factores, como la productividad de algas, la respiracion
y la composicién iénica del medio de cultivo, la actividad microbiana autotréfica y heterotréfica y la

eficiencia del sistema de adicién de CO, (Martinez 2008, Park et al. 2011a).

Cada especie requiere un rango determinado de pH que permita su crecimiento, se dice que para las

microalgas su pH 6ptimo es de 8, ya que por encima o debajo de este pH presentan un descenso de
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productividad, que no solo afecta el crecimiento algal, sino también la capacidad para remover nutrientes

como nitrégeno y fésforo en sistemas de tratamiento de aguas (Park et al. 2011a).

4.5 REMOCION DE NITROGENO (NH4")

La concentracidn inicial de NH4* para los dos tipos de agua se encuentra en la tabla 7, para la concentracién
del agua residual sintética se tuvo en cuenta los pardmetros iniciales del agua residual real filtrada obtenida
de la planta de tratamiento. Ademds, la concentracién inicial de biomasa en todos los experimentos fue de

1.45 g/L.

Tabla 7. Concentraciones iniciales de NH4*

Concentraciones Agua residual real Agua residual
filtrada (mg/1) sintética (mg/1)

1 130 138

2 90 93

Fuente: Autores

El periodo de remocién durd 15 dias, realizando pruebas dia de por medio, para un total de 8 pruebas, en
los cuales se presentd una gran remocion de nitrégeno con relacion a las concentraciones iniciales de cada
tipo de agua, como se muestran en las gréificas 4 y 5. Adicionalmente, se muestran los datos obtenidos de

los parametros de control para los 2 tipos de aguas utilizadas (ver tabla 8).

Tabla 8. Pardmetros de control en el proceso de remocién de nutrientes

Parametros en el agua residual | Parametros en el agua residual
real filtrada sintética
Dias pH Temperatura (° C) pH Temperatura (° C)

1 7.42 24.1 7.26 25.3
2 7.38 26.1 7.23 26.9
3 7.45 24.1 7.33 24.2
4 7.45 24.2 7.38 25.1
5 7.51 24.4 7.35 26

6 7.64 24.3 7.42 254
7 7.55 25 7.41 24.2
8 7.53 25.2 7.48 26

Fuente: Autores
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Grifica 4. Curva de remocién de NH4" en el agua residual real filtrada y sus blancos
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Grafica 5. Curva de remocion de NH4" en el agua residual sintética y sus blancos

160

[EN
D
o

=
N
o

-
o
o

o]
o

[e2)
o

—8— ARSC1 —8— ARS C2
ARSB C1 ARSB C2

B
o

N
o

Concentracion de NH4+ (mg/l)

o

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tiempo (dias)

Fuente: Autores

Donde:

AR C1 = Agua residual real concentracion 1

AR C2 = Agua residual real concentracién 2

ARS C1 = Agua residual sintética concentracion 1

ARS C2 = Agua residual sintética concentracién 2
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ARB C1= Agua residual real blanco concentracién 1
ARB C2 = Agua residual real blanco concentracion 2
ARSB C1 = Agua residual sintética blanco concentracion 1

ARSB C2 = Agua residual sintética blanco concentracién 2

De acuerdo con la gréfica 3 y 4, se observa que tanto en el agua residual real filtrada, como en el agua
residual sintética, la microalga Chlorella vulgaris tuvo un gran efecto a la hora de remover el ion NH4*.
Esto ocurre gracias a que la C. Vulgaris es un alga con un crecimiento fotoautétrofo, el cual se encuentra
limitado por el agotamiento de nutrientes, en especial el nitrégeno. Ademads de esto, tiene un gran potencial
en la biorremediacion de distintas calidades de aguas residuales, debido a su elevado contenido de aceitey

alta tasa de crecimiento en condiciones dificiles (Zhigang et al., 2013).

Los resultados obtenidos de los porcentajes de remocién de los diferentes tipos de agua residual y concentraciones

iniciales de nitrégeno se pueden apreciar en la grafica 6.

Grafica 6. Porcentajes de remocion de Nitrégeno
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De acuerdo con la grifica 6, se observa que el porcentaje de remocion obtenido del NH,* fue mayor en las
dos concentraciones del agua residual real filtrada, ya que en el agua residual habitan diferentes tipos de
microorganismos los cuales utilizan el amonio como una fuente de nutrientes, en especial las bacterias,
quienes pueden oxidar el nitrogeno amoniacal en nitritos y nitratos, provocando asi su disminucién,

mientras que el agua residual sintética no cuenta con la misma capacidad de microorganismos, ya que fue
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preparada en el laboratorio con cantidades de NH4" cercanas a las que se encontraron en el agua residual real

filtrada y por tanto, la cantidad de amonio que estd contenia solo fue degrado por las microalgas.

El uso de microalgas mostrd ser una técnica efectiva a la hora de remover el amonio del agua, ya que se
obtuvieron valores entre el 66 y el 77% , los altos porcentajes pueden estar asociados a que al ser nativas
las microalgas de la planta de tratamiento, deben estar adaptadas a este medio y no se van a ver afectadas
durante este proceso, mientras que en el agua residual sintética, se encuentran en un ambiente nuevo, porque
a pesar de simular las caracteristicas iniciales del agua residual real, no cuentan con las mismas condiciones

(Hernandez- Reyes et.al, 2012).

Ademds de esto, Hernandez et al,. (2012) evalu6 la capacidad eliminar o remover el amonio mediante
cultivos inmovilizados de microalgas, haciendo énfasis en la Chlorella vulgaris. Se llevé a cabo un
seguimiento de su crecimiento y de su capacidad para remover nutrientes del agua residual proveniente de
la UAM (Universidad auténoma de México) obteniendo porcentajes de remocién para el NH4* entre el 70
y 74%.

Al igual que en este proyecto, en los estudios anteriores los investigadores para obtener buenos resultados
utilizaron sistemas cerrados como los fotobiorreactores, los cuales agregan un tipo de luz para proporcionar

la energia en el biorreactor.

Respecto a los controles (blancos), se observa que la remocién de este ion fue baja en los dos tipos de agua,

debido a que no contenian microalgas que hicieran el proceso de remocion.

En cuanto al pH, este es un pardmetro fundamental en el proceso de remocién de nitrégeno, ya que durante
los proceso de remocidn de nutrientes, en especial de nitrégeno, se produce un cambio en el pH. Este sensor
es una medida indirecta de la progresién de dichos procesos. El valor éptimo de pH para este proceso se
encuentra alrededor de 8, mientras que a valores inferiores a 6.5 la velocidad de remocién disminuye

bruscamente (Shammas, 1996).

De acuerdo con el andlisis estadistico realizado, se observan diferencias significativas tanto para las
concentraciones del agua residual sintética, como para las del agua residual real filtrada (p<0.05) (anexo
5). Eso se debe a que influyen los pardmetros fisicoquimicos del agua, ya que aunque se traté de simular
un agua parecida a la real, las condiciones eran diferentes, debido a la cantidad de microorganismos que
cada una contenia.

A pesar de que es notorio que con el agua residual real se obtuvo un mayor porcentaje de remocién para las

2 concentraciones de amonio, al realizar el andlisis de varianza de 2 factores se obtuvo que si hay diferencias
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significativas entre la concentracion inicial de amonio y el tipo de agua residual. Ademads de esto, se observa

que si influye el tipo de agua residual y la concentracién inicial de nitrégeno.

En el anexo 6 se encuentran todos los datos obtenidos de las concentraciones y el porcentaje de remocién

durante los 15 dias del proceso.

4.6. REMOCION DE PO? (ORTOFOSFATOS)

La concentracién inicial de PO, en los biorreactores que contenian el agua residual real filtrada y el agua
residual sintética que fue preparada con base en los datos obtenidos del agua real se encuentran en la tabla
10.

Tabla 10. Concentraciones iniciales de PQ -3

Concentraciones Agua residual real Agua residual
filtrada (mg/1) sintética (mg/l)

1 36.4 35.6

2 335 35.6

Fuente: Autores

El fésforo se puede encontrar en el ambiente de manera organica e inorganica. Debido a su reactividad, el
fésforo no se encuentra libre en la naturaleza, por lo que principalmente se encuentra como fosfato,
especificamente como ortofosfatos PO4>. La cantidad necesaria por las microalgas es menor a la cantidad

de nitrégeno para generar la misma cantidad de biomasa.

Los datos obtenidos de las concentraciones del fosfato en los dos tipos de agua residual més las microalgas

y los controles, se encuentran en la graficas 7 y 8 desde que inici6 el proceso de remocidn, hasta su

finalizacion.
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Grifica 7. Curva de remocién de PO, en agua residual real filtrada y sus blancos
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Grifica 8. Curva de remocién de PO4? en agua residual sintética y sus blancos
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De acuerdo con las graficas, se observa que la remocién de ortofosfatos presentd una variacion a través del tiempo en

los dos tipos de agua.

En la gréfica 9 se pueden apreciar los porcentajes de remocién de PO, 3 segtin las diferentes aguas y sus

respectivas concentraciones.
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Grafica 9. Porcentajes de remocién de Fosfato
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Para el caso del agua residual real filtrada, se observa que la mayor remocién de fosfatos se encuentra el
fotobiorreactor que contiene la concentracién dos del agua residual, en donde inicialmente se registré una
concentracion de 33.5 (mg/1) de PO - con una remocién del 78%, lo cual indica que la especie de Chlorella
vulgaris contribuye a grandes porcentajes de remocion del fosfato en el agua lo cual indica que la especie
de Chlorella vulgaris contribuye a una buena remocién de fosfato en el agua.

En cuanto a la concentracion 1 de dicha agua (real filtrada), se observa un incremento de fosfatos durante
varios dias, y luego procede a disminuir, este proceso se pudo presentar debido a que para poder obtener
dos concentraciones diferentes, las muestras fueron tomadas en diferentes horarios, y esta agua pudo tener

un poco mas de carga organica pesada, lo cual limita a una remocién rapida de fosfatos.

En el agua residual sintética se observa que los porcentajes de remocidn se encuentran similares, debido a
que la concentracién inicial de fosfatos fue la misma para las dos divisiones. Se observa aqui una mayor
remocién con porcentajes entre el 98 y el 99%, esto se debe a que la Chlorella vulgaris incrementa la
eliminacion de fosfato presente en agua residual sintética a comparacidn del agua residual real filtrada, ya
que en esas condiciones (agua sintética) dicha microalga incrementa su tamafio, su contenido de clorofila,
su concentracién de lipidos y el nimero de 4cidos grasos, lo que indica que se producen cambios en el

metabolismo de la C. vulgaris (de Bashan et al., 2002).

En cuanto a los blancos, la remocién de PO,  fue alta, ya que aunque en los biorreactores no se contaba

con la presencia de microalgas, el agua contaba con otros microorganismos que contribuyen a la
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degradacién o eliminacion del fosforo, como lo son las bacterias. Por lo cual en este caso es posible decir

también, que solo las microalgas no contribuyen a la degradacion del fosfato.

Aunque es notorio en las graficas 7 y 8 la gran remocién de fosfato que se present6 en el agua residual
sintética, se puede apreciar también que para los 2 tipos de agua se presentd una mayor remocién en la
concentracion inicial 2 de amonio (90mg/1), ya que influye la carga orgdnica con la que venian las muestras
de la planta y con la que fue preparada el agua sintética. En cuanto a los andlisis estadisticos se observa y
comprueba que hay gran diferencia significativa entre los tipos de aguas residuales y la divisién de sus
concentraciones (P<0.05).

En los anexos 7 y 8 se muestra el andlisis de ANOVA realizado y las concentraciones y los porcentajes de

remocién obtenidos durante los dias de tratamiento.

4.7 VARIACION DE DQO (Demanda quimica de oxigeno)

Se puede observar que la cantidad de materia organica en los fotobioreactores descendi6 tanto en el agua
residual real filtrada, disminuyendo de 510 mg/l a 58.42 mg/] para C1 y de 480 mg/1 a 35.754 mg/1 para C2,

como para el agua residual sintética bajando de 520 mg/L a 30.646 mg/l como se muestra en la tabla 12.

Para el agua sintética con concentracién 1 y 2, la remocién de materia orgdnica fue muy similar, ya que los

cuatro reactores originales y duplicados contenian la misma DQO inicial de 520 mg/I.

Tabla 12. Concentraciones iniciales y finales de DQO en los diferentes tipos de agua.

CONCENTRACIONES DE DQO
Concentraciones  Inicial AR Final AR Inicial ARS Final ARS
1 510mg/1 58.42mg/L. 520mg/1 38.627mg/1
2 480mg/1 35.754mg/1 520mg/1 30.646mg/1

Fuente: Autores

AR: Agua residual real filtrada
ARS: Agua residual sintética
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Los resultados obtenidos se deben a la capacidad de las microalgas a la hora de remover materia orgdnica
del agua residual (Chacén et al., 2004), otro factor que puede influir en la reduccién de materia organica es
la airearon que se tenia desde una bomba a cada montaje, segin investigaciones anteriores con Clorella
vulgaris la remocion no solo se debe a la biomasa algal presente en cada uno de los fotobioreactores sino a
diferentes microrganismos que podrian venir con el agua residual que se tom6 en la planta que cumplen la

funcién de remover materia orgdnica (Chacén et al., 2004).

En la grafica 10 y tabla 13 se muestra la remocién obtenida de materia orgdnica que se llevé a cabo durante

15 dias para el agua residual real filtrada y sus blancos.
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Grifica 10. Curva de remocién de DQO en el agua residual real filtrada y sus blancos
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Tabla 13. Porcentaje de remocién de DQO en agua residual filtrada

% Remocion DQO

AR C1 88.55
AR C2 92.55
ARB C1 85.98
ARB C2 87.30

Fuente: Autores

En la grafica 11 y la tabla 14 se muestra la remocién obtenida de materia orgdnica que se llevé a cabo

durante 15 dias para el agua residual sintética.



Grifica 11. Curva de remocién de DQO en agua residual sintética y sus blancos
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Fuente: Autores

Tabla 14. Porcentaje de remocién de DQO en agua residual sintética

% Remocion DQO

ARS C1 92.57
ARS C2 94.11
ARSB C1 88.33
ARSB C2 87.91

Fuente: Autores

La mayor remocién de materia orgdnica se dio en el agua residual sintética, ya que esta agua se prepar6 con
base en los resultados obtenidos de las pruebas iniciales del agua residual real y utilizando glucosa como
aporte de carbono, la cual es de rdpida degradacion. El agua real filtrada se tomé de la planta de tratamiento
de agua residual de la Universidad Pontificia Bolivariana y esta contenfa diferentes microorganismos y

sustancias mas complejas, las cuales pueden afectar la remocion de esta.

En los blancos de agua residual real C1 y C2 (ARB C1 y ARB C2), se vio buena remocién de materia
orgénica a pesar de no contener material algal. Esta agua procede de la planta de tratamiento, la cual trae
consigo diferentes microrganismos como bacterias o ciertas algas nativas que ayudan a descomponer
materia orgdnica, los reactores tiene un sistema de aireacién por difusores, los cuales ayudan a incrementar

esta remocién al agregar oxigeno al agua.
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En cuanto a los blancos de agua sintética C1 y C2 (ARSB C1 y ARSB C2) la remocion de materia orgénica
también fue alta, aunque esta no contenia biomasa algal ni microrganismos. Esto debido al ser la glucosa la
sustancia que se le agregd para obtener la DQO requerida, lacual se descompone a gran velocidad bajando las

concentraciones de materia organica.

De acuerdo con las gréficas y los datos obtenidos se puede apreciar que la mayor remocién de dqo se
presento en el agua residual sintética para sus dos concentraciones y en el agua residual real filtrada para la
concentracioén 2. En cuanto al andlisis de varianza realizado para la remocién de DQO, se puede apreciar
que no hay diferencias significativas.

En los anexos 9 y 10 se encuentra la ANOVA realizada para el anélisis de DQO y las concentraciones y

porcentajes de remocion obtenidos.

4.8 GENERACION DE NITRATOS (NOy)

La medida de nitratos presentes en el agua se realiza para la confirmacién de la existencia de
microorganismos nitrificantes y de la oxidacidn del nitrégeno en forma de amonio a causa de varios factores
como la aireacion, lo cual justifica la alta remocién del ion NH4*. En los gréficos 12 y 13 se muestra el
comportamiento de estos en el agua residual real filtrada y el agua residual sintética y sus respectivos

blancos.

Grafica 12. Generacion de NOj en agua residual real filtrada y sus blancos
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Grafica 13. Generacién de NO5 en agua residual sintética y sus blancos
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De acuerdo con los gréficos se observa que el proceso de generacion de nitratos es mejor en el agua residual
real filtrada y sus blancos, ya que esta cuenta con la presencia de bacterias, las cuales junto con las
microalgas ayudan al proceso de oxidacién de amonio a nitritos y nitratos, este proceso es mas rapido a
temperaturas de 25- 30 °C y a pH ente 7-8.

Mientras que en el agua residual sintética no se registré una alta concentracién de nitratos, debido a que en
esta agua no hay tanta presencia de microorganismos que ayudan al proceso de nitrificacién del agua, por
lo que fue un agua preparada que simulaba las condiciones iniciales del efluente donde se tomaron las

muestras reales.

De acuerdo con un andlisis estadistico realizado, tanto el agua residual real filtrada como el agua residual
sintética muestran diferencias significativas con respecto a la generacién de nitratos (P<0.05) (ver anexo
11), de igual forma, también se evidencian diferencias significativas respecto a las concentraciones de cada

agua.

Segtin Marsshal (1991), aunque las microalgas consumen altas cantidades de amonio como nitrato, estas

prefieren el amonio, por lo cual se evidencian porcentajes de remocién altos y mayor generacion de nitratos.
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CONCLUSIONES

La muestra de microalgas tomada de los canales de la planta de tratamiento de la Universidad
Pontificia Bolivariana Seccional Bucaramanga, fue apta para su cultivo bajo condiciones
controladas de luz, temperatura, pH y aireacién y oxigeno disuelto. Se identificaron divisiones
taxondémicas de microalgas, dentro de los cuales se destacan los géneros: Chorella, Ulothrix,
Haematococcus, Nitzschia, Stephanodiscus, respectivamente; presentando mayor cantidad el

género Chorella vulgaris.

Se realizé el cultivo de microalgas en fotobiorreactores cilindricos a escala laboratorio, con
muestras de Chorella vulgaris, el cual contd con un sistema de bombeo de aire que generd la fuente
de CO2 y aportaba a la agitacién. Ademads se contd también con filtros de material particulado, los
cuales evitaron la contaminacién en los bioreactores. El montaje tuvo una luminancia de 4700 Lux

(Im/m2) los cuales fueron medidos con un luxémetro.

De acuerdo con los registros microscopicos, la microalga que predomino siempre desde la fase de
cultivo, hasta la fase de remocidn fue la Chlorella Vulgaris, gracias a su alta tasa de crecimiento y

reproduccién y a sus caracteristicas para adaptarse al medio utilizado.

La concentracidn inicial de nitrégeno amoniacal y el tipo de agua si influyé en la remocién de
nitrégeno. El porcentaje de remocion registrado del NH4+ fue de 77.2 % para el agua residual real
filtrada y 45% para el agua residual sintética utilizada. Los altos porcentajes de remocién se deben
a que la Chlorella es un alga con un crecimiento fotoautétrofo, el cual contribuye a la
biorremediacién de las aguas, ademds de esto, en el agua residual habitan diferentes tipos de
microorganismos los cuales utilizan el amonio como una fuente de nutrientes, en especial las
bacterias, quienes pueden oxidar el nitr6geno amoniacal en nitritos y nitratos, provocando asi su

disminucion.

La técnica de remocién de nutrientes mediante microalgas en aguas residuales, es una técnica
efectiva, ya que permite la disminucién en la concentracién de los nutrientes respecto a su inicial

en mas de un 50%.
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RECOMENDACIONES

Tener un mejor sistema de aireacidn, ya que si se hace una mala inyeccién de aire se pueden
presentar fuertes cambios en el pH, ademds de esto utilizar una bomba que no genere tanto sonido,

para asi no presentar contaminacién auditiva.
Utilizar el mismo tamaifio de los difusores en todos los fotobiorreactores, para asi poder garantizar

que el tamafio de las burbujas sea igual en todos los recipientes y que estas no afecten a las

microalgas.
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ANEXOS

Anexo 1. Ejemplo del conteo de microalgas por la cimara Neubaber

Tarro 1
muestra 2
11| 15| 20(30 10| 22(15]|20
8(120| 16|24 13| 25(10|17
29|35| 13|21 15| 15| 8| 9
22| 12| 20|16 17| 8(10|12
11| 10| 8| 6|22
10| 6| 6]19|15
12| 10, 8| 20|26
10| 6| 8|12 8
8120(12| 10|18
13| 10| 8|16 12| 12| 18|19
16| 9| 6| 4 6| 6|12 9
13| 15| 14|13 12| 10| 20|17
10| 12| 8|18 4| 5(17|13

Tarro 1 (1496+1215+1377) /3 1362

El conteo se realizd por triplicado y se sacd un promedio

El valor se multiplica por

6810 10000

Conteo * 25/5 =
68100000

6.8 X107

Fuente: Autores
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Anexo 2. Registros microscopicos obtenidos en el proceso de cultivo
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Anexo 3. Registro fotografico del montaje de la inmovilizacién

PASO 1: Mezcla de lasmuestras
para homogenizar y determinar la
concentracion inicial de biomasa

para inmovilizar

PASO 2: Una vez homogenizada
la muestra, se adiciond en los
biorreactores que se tenian

seleccionado para esta fase.
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PASO 3: Se dej6 en proceso de
inmovilizacién por 21 dias,
llevdndole un control en pH,

DQO, OD.

Fuente: Autores

Anexo 4. Parametros de control en la etapa de cultivo

1 6.53 24.7 7.11
2 6.79 24.7 7.21
3 6.70 24.7 7.13
4 6.81 25.1 7.15
5 6.95 25.1 7.12
6 6.85 24.8 7.20
7 7.01 24.8 7.18
8 7.06 24.9 7.11
9 7.05 25.7 7.52
10 7.58 25.2 7.38
11 7.45 24.8 7.51
12 7.22 24.9 7.49
13 7.40 25.1 7.29
14 7.52 26.0 7.54
15 7.57 25.7 7.27
16 7.63 254 7.33
17 7.71 24.7 7.3
18 8.0 26.0 7.35
19 7.91 25.7 7.24
20 7.85 25.2 7.48
21 8.0 25.1 7.51

Fuente: Autores



Porcentaje de remocién de

amonio
ARRF ARS
130 77.38 40.22
78.77 39.06
90 65.33 45.27
66.11 43.33

Analisis de varianza de dos factores con varias muestras por grupo

Anexo 5. Resultados del ANOVA en la remocion de NH4*

RESUMEN AR ARS Total
130
Cuenta 2 2 4
Suma 156.15 79.28 235.43
Promedio 78.075 39.64 58.8575
Varianza 0.96605 0.6728 492.962692
90
Cuenta 2 2 4
Suma 131.44 88.6 220.04
Promedio 65.72 44.3 55.01
Varianza 0.3042 1.8818 153.667467
Total
Cuenta 4 4
Suma 287.59 167.88
Promedio 71.8975 41.97
Varianza 51.305425 8.09006667
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de
las Suma de Promedio de los Valor critico
variaciones  cuadrados Grados de libertad cuadrados F Probabilidad para F
Muestra 29.6065125 1 29.6065125 30.962273 0.00510878 7.70864742
Columnas 1791.31051 1 1791.31051 1873.33936 1.7036E-06  7.70864742
Interaccion 144.755113 1 144.755113 151.383832 0.00025067 7.70864742
Dentro del
grupo 3.82485 4 0.9562125
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Total

1969.49699

7

Fuente: Autores

Anexo 6. Concentraciones y porcentajes de remocién del NH4*

REMOCION DE AMONIO (mg/l) EN AGUA RESIDUAL SINTETICA

Dias ARS C1 ARS C1 dup ARS C2 ARS C2 dup

0 138 138 93 93

2 134.6 135.2 89.2 89.8
4 128.5 129.3 86.9 84.5
6 123.9 1254 81.5 83.2
8 120.1 121.3 76.7 78.4
10 111.2 113.8 69.4 70.1
12 95.7 93.4 58.4 60.4
14 82.5 84.1 50.9 52.7

% Remocion 40.22 39.06 45.27 43.33

REMOCION DE AMONIO (mg/l) EN AGUA RESIDUAL REAL FILTRADA

Dias

AR C1

AR C1 duP

AR C2

AR C2 dup
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0 130 130 90 90

2 121.3 126.5 85.6 85.4
4 111.8 116.2 83.3 82.9
6 96.3 100.5 77.6 77.3
8 85.2 92.5 73.3 75.7
10 54.2 59.3 62.8 61.6
12 38.6 35 47.6 454
14 294 27.6 31.2 30.5

% Remocion 77.38 78.77 65.33 66.11
REMOCION DE AMONIO (mg/l) EN BLANCOS
Dias ARB C1 ARB C2 ARSB C1 ARBS C2

0 130 90 138 93

2 131.3 88 138.5 92.8
4 126 88.3 138.1 91.6
6 125.3 88.1 137.5 88.2
8 124.1 86.4 137.2 87.5
10 118.8 82.7 120.4 81.3
12 115.3 78.4 116.7 77.2
14 106.6 73 115.8 76.4

% Remocion 18.00 18.89 16.09 17.85

Fuente: Autores
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Anexo 7. Resultados del ANOVA en la remocién de PO,3

Porcentaje de remocidn de fosfato
AR ARS
130 56.81 98.93
55.49 98.09
90 78.09 99.79
76.66 99.75

Analisis de varianza de dos factores con varias muestras por grupo

RESUMEN AR ARS Total
130
Cuenta 2 2 4
Suma 112.3 197.02 309.32
Promedio 56.15 98.51 77.33
Varianza 0.8712 0.3528 598.5312
90
Cuenta 2 2 4
Suma 154.75 199.54 354.29
Promedio 77.375 99.77 88.5725
Varianza 1.02245 0.0008 167.519758
Total
Cuenta 4 4
Suma 267.05 396.56
Promedio 66.7625 99.14

Varianza 150.798092 0.64706667

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de Valor
las Sumade  Grados de critico para

variaciones cuadrados libertad Promedio de los cuadrados F Probabilidad F

Muestra 252.787613 1 252.787613 449.950139 2.9202E-05 7.70864742

Columnas 2096.60501 1 2096.60501 3731.85896 4.3006E-07 7.70864742

Interaccion 199.300613 1 199.300613 354.745778 4.6795E-05 7.70864742

Dentro del

grupo 2.24725 4 0.5618125

Total 2550.94049 7

Fuente: Autores
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Anexo 8. Concentraciones y porcentajes de remocién del PO4™

REMOCION DE FOSFATOS (mg/l) EN AGUA RESIDUAL REAL FILTRADA

Dias AR C1 AR C1 dup AR C2 AR C2 dup

0 36.4 36.4 33.5 33.5
2 46.64 46.39 32.95 31.72
4 39.3 44.36 28.42 26.49
6 54.5 52.1 26.13 243
8 48.6 47.5 22.1 20.18
10 38.4 38.3 15.81 13.27
12 27.85 26.12 8.72 8.7

14 15.72 16.2 7.34 7.82

% Remocion 56.81 55.49 78.09 76.66

REMOCION DE FOSFATOS (mg/l) EN AGUA RESIDUAL SINTETICA

Dias ARS C1 ARS C1 duP ARS C2 ARS C2 dup
0 35.6 35.6 35.6 35.6
2 18.63 13.28 18.7 14.83
4 17.45 12.11 17.46 10.72
6 16.2 12.03 15.41 8.02
8 5.44 4.76 5.21 3.27
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10 1.75 1.46 5.14 1.62
12 1.53 1.22 0.51 4
14 0.38 0.68 0.076 0.089
% Remocion 98.93 98.09 99.79 99.75
REMOCION DE FOSFATOS (mg/l) EN BLANCOS
Dias ARB C1 ARB C2 ARSB C1 ARBS C2
0 36.4 335 35.6 35.6
2 28.03 31.21 15.12 13.92
4 25.41 25.43 10.67 10.51
6 20.6 22.16 9.16 8.97
8 4.29 341 3.45 2.27
10 6.18 7.67 1.67 1.19
12 3.72 291 1.18 1.5
14 2.16 2.18 1.09 1.06
% Remocion 94.07 93.49 96.94 97.02

Fuente: Autores
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Anexo 9. Resultados del ANOVA en la remocién de DQO

Porcentaje de remocién de dgo

AR ARS

130 88.55 92.57
89.09 94.11

90 92.55 94.11
92.82 93.12

Andlisis de varianza de dos factores con varias muestras por grupo

RESUMEN AR ARS Total
130
Cuenta 2 2 4
Suma 177.64 186.68 364.32
Promedio 88.82 93.34 91.08
Varianza 0.1458 1.1858 7.254
90
Cuenta 2 2 4
Suma 185.37 187.23 372.6
Promedio 92.685 93.615 93.15
Varianza 0.03645 0.49005 0.4638
Total
Cuenta 4 4
Suma 363.01 373.91
Promedio 90.7525 93.4775
Varianza 5.040158333 0.583825
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de
las Suma de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados Grados de libertad cuadrados F Probabilidad para F
Muestra 8.5698 1 8.5698 18.44852268 0.01269401 7.70864742
Columnas 14.85125 1 14.85125 31.97083042 0.00482065 7.70864742
Interaccion 6.44405 1 6.44405 13.87234272 0.0203933  7.70864742
Dentro del
grupo 1.8581 4 0.464525
Total 31.7232 7

Fuente: Autores
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Anexo 10. Concentraciones y porcentajes de remociéon de DQO

Dias AR C1 AR C1 duP AR C2 AR C2 dup
0 510 510 480 480
2 255.252 280.618 312.961 242.568
4 150.33 177.434 155.178 118.083
6 140.528 169.397 152.705 115.301
8 136.523 135.247 111.005 114.833
10 114.47 118.66 86.124 88.038
12 67.241 60.239 44.94 37.291
14 58.42 55.631 35.754 34.454
% Remocion 88.55 89.09 92.55 92.82
Dias ARS C1 ARS C1 duP ARS C2 ARS C2 dup
0 520 520 520 520
2 439.794 489.259 489.259 489.259
4 162.596 156.414 96.445 94.59
6 158.887 154.56 89.954 85.935
8 123.126 123.764 89.314 89.314
10 70.175 74.003 68.262 69.537
12 43.028 36.653 39.841 41.753
14 38.627 30.646 30.646 35.754
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% Remocion 92.57 94.11 94.11 93.12
Dias ARB C1 ARB C2 ARSB C1 ARSB C2
0 510 480 520 520
2 176.615 241.934 489.259 489.259
4 209.583 161.360 471.716 471.716
6 169.397 157.342 471.716 471.716
8 110.689 125.678 129.567 131.419
10 103.349 111.005 116.981 118.660
12 79.044 63.426 68.763 72.988
14 71.508 60.974 60.679 62.889
% Remocion 85.98 87.30 88.33 87.91

Fuente: Autores
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Anexo 11. Resultados del ANOVA en la generacion de NOs

Concentraciones finales de NOsz

Agua residual

Agua residual

real filtrada sintética
C1 1.728 0.1013
1.7397 0.213

C2 2.084 0.16778
2.18 0.1003

Anadlisis de varianza de dos factores con varias muestras por grupo

Agua residual

Agua residual

RESUMEN real filtrada sintética Total
Cl
Cuenta 2 2 4
Suma 3.4677 0.3143 3.782
Promedio 1.73385 0.15715 0.9455
Varianza 6.8445E-05 0.00623844 0.83076326
Cc2
Cuenta 2 2 4
Suma 4.264 0.26808 4.53208
Promedio 2.132 0.13404 1.13302
Varianza 0.004608 0.00227678 1.33290965
Total
Cuenta 4 4
Suma 7.7317 0.58238
Promedio 1.932925 0.145595
Varianza 0.05439996 0.00301643
ANALISIS DE VARIANZA
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Origen de Valor

las Suma de Grados de Promedio de los critico para

variaciones  cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad F

Muestra 0.0703275 1 0.0703275 21.3248289 0.00989683 7.70864742

Columnas 6.38909706 1 6.38909706 1937.31328 1.5932E-06 7.70864742

Interaccion 0.08872999 1 0.08872999 26.9048653 0.00657463 7.70864742

Dentro del

grupo 0.01319167 4 0.00329792

Total 6.56134622 7

Fuente: Autores
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