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RESUMEN

El tratamiento anaerobio es un sistema que presenta remociones adecuadas en cuanto a
materia organica y solidos totales, pero carece de efectividad a la hora de remover nutrientes en
el agua residual. Debido a ello se hace necesaria la implementacion de tecnologias terciarias
con el fin de llevar a cabo dicha remocion. Con el presente estudio se evalué la eficiencia de la
remocion de nitrégeno y fésforo por una cepa de Chlorella vulgaris en un fotobiorreactor tipo
batch a escala laboratorio. Adicionalmente se midi6 la produccion de biomasa, proteinas,
carbohidratos, lipidos y clorofila, con el fin de cuantificar los metabolitos de valor agregado que
se producen, para determinar posibles usos en el futuro. Las muestras de agua residual se
obtuvieron del efluente anaerobio de una planta de tratamiento de agua residual, se utilizaron 3
concentraciones iniciales de nutrientes: 74,5 mg/L, 49,8 mg/L y 55,6 mg/L de NH3-N, asi como
3 concentraciones iniciales de biomasa: 100 mg/L, 400 mg/L y 600 mg/L en peso seco, los cuales
corresponden con un modelo de experimento factorial 32. Las remociones obtenidas fueron
mayores al 70% de nitrogeno y 33% de ortofosfatos, siendo mejores las obtenidas para las
concentraciones iniciales de 55,6 mg/L de NH3-N y 600 mg/L de biomasa, para el caso del
nitrégeno y 49,8 mg/L de NH3-N y 100 mg/L de biomasa seca para ortofosfatos.
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ABSTRACT

Anaerobic treatments are systems that have shown to be efficient in terms of
organic matter and total solids removal, but lack of effectiveness when it comes to
remove nutrients in wastewater. On that basis, the implementation of tertiary
technologies is necessary in order to carry out such removal. The present study
assessed the efficiency of nitrogen and phosphorus removal by a strain of Chlorella
vulgaris in a photobioreactor type batch scale laboratory. In addition, the production
of biomass, proteins, carbohydrates, lipids and chlorophyll, was measured in order
to quantify the value-added metabolites production, in order to determine their
biotechnological applications. The wastewater samples were obtained from the
anaerobic effluent from a wastewater treatment plant, 3 initial nutrient
concentrations were used: 74,5 mg/L, 49,8 mg/L & 55,6 mg/L de NH3-N, as well as
3 initial concentrations of biomass: 100 mg/L and 400 mg/L & 600 mg/L of dry
weight biomass, which corresponds to a 32 factorial experiment model. The
removals obtained were greater than 70% for NH3-N and 33% P-PO4 being better
those obtained for the initial concentrations of 55.6 mg NH3-N / L and 600 mg dry
biomass / L.

KEYWORDS:

Nutrients removal, anaerobic effluent, Value-added
Metabolites, Microalgae.

V° B° DIRECTOR OF GRADUATE WORK

13



1 INTRODUCCION

En la actualidad las plantas de tratamiento de agua residual en Colombia siguen
ciertos lineamientos que exige la norma en cuanto a descargas puntuales a fuentes
hidricas; esta normatividad trata principalmente de la concentracion de materia
organica en los vertimientos y no contempla en ningun caso los nutrientes disueltos,
como el fésforo y el nitrégeno, presente en la descarga.

Los altos niveles de nitrégeno y fosforo pueden generar un desequilibrio en los
ecosistemas acuaticos, ya que se puede producir un proceso de eutrofizacién. La
eutrofizacion es el fendbmeno que ocurre cuando el agua de un lago o rio se va
enriqueciendo de nutrientes a un ritmo superior al de eliminacién y por esta razén
se da un aumento en el crecimiento de organismos de la fase primaria. Al darse este
proceso en una fuente hidrica, se crea una competencia entre los distintos seres
vivos presentes y una disminucion en los niveles de oxigeno, generando extincion
de especies de peces y cualquier otro organismo vivo que requiera oxigeno para su
subsistencia.

El efluente anaerobio de la Universidad Pontificia Bolivariana Seccional
Bucaramanga posee altos niveles de nitrégeno y fésforo, por ello se hizo necesaria
la aplicacion de tratamientos terciarios como el Buchén de agua (Eichhornia
Crassipes), que resultan ser utiles por cierto tiempo, pero al llegar a su punto de
saturacion se inicia un proceso de desorcién que, sumado con sus subproductos
metabdlicos, termina por aumentar las cargas biologicas; de ahi que sea necesaria
la investigacion para la aplicacion de tecnologias complementarias. En este trabajo
se realiz6 un tratamiento bioldgico del afluente anaerobio mediante una cepa de C.
vulgaris con el fin de remover el nitrégeno y el fésforo, asi mismo, se realizé una
evaluacion de los metabolitos de valor agregado producidos por la microalga y se
determiné la influencia de la concentracion inicial de biomasa y nutrientes en cada
fase.
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2 OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la eficiencia de remocién de nitrégeno y fosforo de un efluente anaerobio
mediante un cultivo tipo batch de una cepa de Chlorella vulgaris.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Realizar el disefio, montaje y puesta en marcha de un médulo de cultivo de
microalgas en reactores tipo batch a escala laboratorio.

v Determinar la influencia de la concentracion inicial de microalgas sobre su
crecimiento y remocion de nitrdgeno y fosforo de un efluente anaerobio.

v Determinar la influencia de la concentracion inicial de nutrientes en un
efluente anaerobio sobre el crecimiento de una cepa de Chlorella vulgaris y la
remocion de nitrégeno y fésforo.

v Evaluar los metabolitos de valor agregado producidos por las microalgas.
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3 MARCO TEORICO

3.1 ANTECEDENTES

En el campo de la ficologia aplicada, se han estudiado principalmente los cultivos
de biomasa a gran escala, puesto que mediante estos se logran mayores
potenciales industriales. Las primeras investigaciones sobre el potencial de las
microalgas para el tratamiento de aguas residuales nacieron como un accidente, las
investigaciones de Oswald (1957) sentaron las bases para explorar el campo de las
microalgas a escala industrial.

Durante la década del 60, Oswald (1963) (1962)realiz6 investigaciones evaluando
la eficiencia del uso de la energia solar en el tratamiento de aguas residuales. En la
década de los 70 McGriff y McKinney (1972) evaluaron la remocion de nutrientes
del agua residual mediante un tratamiento de algas activadas, cuyo objetivo
principal fue la determinacion de los parametros de operacién (ciclos de luz-
oscuridad, tiempo de retencion hidraulica, sensibilidad luminica y concentracion de
biomasa) 6ptimos para un fotobiorreactor de algas.

Con los afos las investigaciones sobre el tratamiento de aguas residuales
empezaron a explorar el valor agregado del uso de microalgas, como los bajos
costos energéticos mediante la manipulacion de los aparatos fotosintéticos
(Banemann, 1990) y la reduccién de gases de efecto invernadero (Green, 1998).

Actualmente se cuenta con numerosos estudios a nivel mundial sobre la eliminacion
de nutrientes, en especial nitrégeno y fésforo en aguas residuales de todo tipo
(Abdel-Raoufa, 2012). Las investigaciones de mayor importancia y renombre a nivel
mundial en materia de microalgas se realizan en el M.M. Watanabe & K. Kaya Lab,
a cargo del doctor Makoto Watanabe y su equipo de investigacion, quienes
actualmente exploran técnicas para mejorar el proceso de fotosintesis con el fin de
remover mas eficazmente los nutrientes en aguas residuales, el potencial de la
interaccion entre algas y bacterias, entre otras (Watanabe, 2015).

En Colombia, se han llevado a cabo investigaciones a pequefia escala por
instituciones educativas como la Universidad de Antioquia, la Universidad Industrial
de Santander y la Universidad Pontificia Javeriana , entre otras, y se han llevado a
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escala industrial en procesos del sector hidrocarburos con empresas como ICP y
Cementos Argos, entre otras (Corredor, 2008).

A nivel local, en la Universidad Industrial de Santander se han realizado varias
investigaciones sobre el aprovechamiento de efluentes residuales para la
produccion de metabolitos de valor agregado de microalgas (Solano, 2013) (2011)
(Porras, 2012), se han variado los sustratos para las microalgas tomando, desde
aguas residuales domeésticas hasta aguas residuales industriales producto de
actividades relacionadas con el sector econémico de hidrocarburos (Solano, 2013)
(Lopez, 2010). Asimismo se han llevado a cabo investigaciones sobre el cultivo de
microalgas y su potencial energético para la produccion de biocombustible
(Sanchez Tuiran, 2012) (Pestana & Pestana, 2012).

3.2 MARCO CONTEXTUAL

Actualmente la mayoria de plantas de tratamiento de agua residual en Colombia
realizan tratamiento secundario. El 17,3 % de sistemas de tratamiento de aguas
residuales en Colombia utilizan tratamiento preliminar y primario. Los tratamientos
secundarios son los mas usados en el pais, aunque pocas plantas poseen
tratamientos terciarios. Aproximadamente el 43,2% de las aguas son tratadas, de
las cuales el 82% se tratan mediante tecnologias secundarias, lo cual corresponde
a un caudal de tratamiento de 13,1 m3/seg. (Superintendencia de Servicios Publicos
Domiciliarios, 2012). En la tabla 1 se puede apreciar el nUmero de sistemas de
tratamientos existentes en el pais segun el nivel de tratamiento alcanzado.

Tabla 1. Sistemas tratamiento de aguas residuales en Colombia por nivel de
tratamiento

Nivel de Tratamiento Numero de Sistemas Caudal Tratado (m?3/s)
Preliminar 14 1,35
Primario 33 8,66
Secundario 224 13,15
Total General 271 23,18

Fuente: Sistema Unico de Informacion de Servicios Publicos SUI, 2012
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Las plantas de tratamiento anaerobio de aguas residuales en el pais adquirieron su
importancia a finales de los 80s. En 1989, gracias a las experiencias de empresas
como Biotec Colombia, Hydra ingenieria ltda, CDMB, Bavaria y Sucromiles, se opt6
por tecnologias que involucraban tratamientos anaerobios. Una de las desventajas
de las plantas anaerobias es su ineficiencia para remover nutrientes, los cuales
pueden ser benéficos si se usan para riego de cultivos en zonas agricolas, pero
resultan nocivos a la hora de disponerlos en fuentes hidricas. Por tal razon, se han
buscado tecnologias auxiliares complementarias que permitan la eliminacion de
nutrientes, los cuales son llamados tratamientos terciarios (Conil, 2006).

Es necesario aclarar que aunque muchos de los municipios y empresas tengan un
sistema de tratamiento secundario, no cumplen a cabalidad la norma en cuanto a
remocién de contaminantes. Por ello los diferentes operadores de plantas han ido
avanzando hacia la implementacion de tecnologias adicionales para lograr dichas
remociones, haciendo necesaria la formulacién de proyectos mediante los cuales
se desarrollen soluciones evitando asi futuras sanciones econémicas o interrupcion
en la produccion.

3.3 TRATAMIENTO DE AGUAS RESIDUALES

La prevencion de la contaminacion de los cuerpos de agua y el suelo es posible
siempre y cuando sean realizados tratamientos apropiados a cada caso. A medida
qgue la poblacion crece demanda mas recursos y genera una mayor cantidad de
desechos, de alli que cada vez sea mas importante hallar formas de tratamiento o
renovacion de aguas para minimizar el impacto ambiental y la amenaza a la salud
publica. El objetivo de los tratamientos de agua residual es proteger la salud publica
y propender por el bienestar de las poblaciones.

Segun Romero (1999) “las aguas residuales son las usadas y los soélidos que por
uno u otro medio se introducen en las cloacas y son transportados mediante el
sistema de alcantarillado”, las cuales surgen como producto inevitable de las
actividades humanas y sus caracteristicas estan ligadas a las actividades
econdémicas que las producen. Para el tratamiento de aguas es necesaria la
evaluacion de las caracteristicas fisicas, quimicas y biologicas de dichas aguas, asi
como su impacto en la fuente receptora.
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Las aguas residuales pueden provenir de distintos lugares y, dependiendo de su
origen se derivan sus caracteristicas. Existen varias clasificaciones segun la fuente,
algunos autores las dividen en 3 grupos principales, otros en 4. Segun Romero
(1999) las aguas residuales pueden clasificarse de acuerdo a su origen en: Aguas
Residuales Domésticas (ARD), las cuales provienen de las viviendas o residencias,
edificios comerciales e institucionales, Aguas Residuales Municipales, que son los
residuos liquidos transportados por el alcantarillado de una ciudad o poblacion y son
tratados en una planta de tratamiento municipal y Aguas Residuales Industriales
(ARI), que son aquellas que se generan como producto de las actividades
econdmicas de la industria de manufactura. Segin Ramalho (1983) la clasificacion
de aguas residuales segun su fuente debe ser: (1) aguas domésticas o urbanas, (2)
aguas residuales industriales, (3) aguas de escorrentia de usos agricolas y (4)
pluviales.

Para el tratamiento de aguas residuales se han definido 4 niveles, (1) el tratamiento
preliminar, (2) el tratamiento primario, (3) el tratamiento secundario y en algunos
casos (4) el tratamiento terciario o avanzado.

El tratamiento preliminar comprende una serie de unidades o médulos que tienen
por fin la eliminacion 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 la etapa de
pretratamiento son las rejillas y los desarenadores.

El tratamiento primario es aquel que se enfoca a la remocion parcial de sélidos
suspendidos, materia organica u organismos patdgenos, generalmente mediante
sedimentacién, como método de preparacion para el tratamiento secundario.
Usualmente en ésta etapa de tratamiento se logran remociones hasta del 60% de
los sdlidos suspendidos y 35 a 40% de la DBO (Romero, 1999).

El tratamiento secundario comprende los tratamientos microbiolégicos tanto
aerobios como anaerobios, y en esencia es un proceso de oxidacion bioldgica.
Segun Romero (1999) “es la conversién bacterial de los elementos de su forma
organica a su forma inorganica mediante una oxidacion fuerte en un proceso
denominado mineralizacion”.

La actividad microbiolégica se utiliza para remover sustancias organicas
biodegradables, disueltas o coloidales mediante la produccion de biomasa y su
conversién en gases que escapan a la atmdsfera. Dependiendo del proceso
utilizado, los tratamientos secundarios pueden lograr remociones de nitrdgeno y
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fosforo. Existen 4 grupos de procesos biologicos: (1) aérobicos, los cuales se
efectian en presencia de oxigeno, (2) andxicos, también conocidos como
desnitrificacion anaerobia, (3) anaerobios y (4) procesos combinados o facultativos
(Romero, 1999). A continuacién en la tabla 2 se observan los principales procesos
de tratamiento secundarios.

Los procesos de tratamiento anaerobio son aquellos que descomponen compuestos
organicos, en ausencia de oxigeno libre, con el fin de obtener la energia que se
requiere para el crecimiento de los microorganismos anaerobios y la realizacion de
sus funciones metabdlicas. En cuanto a la eficiencia energética, los procesos
anaerobios son menos eficientes que los aerobios, pues la energia liberada en el
catabolismo anaerobio producto de las sustancias descompuestas es menor,
debido a que estas sustancias aun se encuentran en los productos metabdlicos
finales, como es el caso del carbono organico que se libera en forma de metano.
Por tal razén la biomasa producida en la oxidaciébn anaerobia es menor que en la
aerobia (Ramalho, 1983).

Tabla 2. Principales procesos de tratamiento biologico

Tipo Crecimiento Proceso Uso Principal
Lodos activados Remocién de DBO
. Convencional y nitrificacion
. Mezcla completa
. Aireacién
escalonada
. Estabilizacion y
contacto
. Oxigeno puro
Suspendido . Tasa alta
. Aireacién
prolongada
Aerobios ] Proceso Krauss
o Zanjén de
oxidacion

Remocién de DBO
y nitrificacion -
estabilizacion

Lagunas aireadas
Digestion aerobia
Lagunas aerobias

Filtros percoladores Remocién de DBO
. Tasa Alta y nitrificacion
. Tasa baja

Adherido Torres bioldgicas

Unidades rotatorias de
contacto biologico
Reactores de lecho fijo
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Bardenpho

Remocién de DBO,

Lecho expandido

Andxicos Suspendido e NyP .
Desnitrificacién Remocién de N
Adherido Desnitrificacion Remocién de N
Digestion anaerobia Remocién de DBO —
Suspendido estabilizacion
Anaerobio de contacto Remocién de DBO
Lagunas anaerobias Remocién de DBO-
Anaerobios . Manto de lodos-flujo estabilizacion
Hibrido Ascensional (PAMLA) o
UASB Remocién de DBOy
SS
Adherido Filtro anaerobio Remocién de DBO —

estabilizacién

Para lograr el uso de los sulfatos y del CO2 como aceptores de electrones se tienen
que garantizar condiciones anaerdébicas, es decir, sin oxigeno libre ni nitratos. Las
moléculas organicas a degradar poseen oxigenos que pueden usarse como
aceptores de electrones. En el caso de los carbohidratos una porcion se transforma
en CO2 mientras que las otras se reducen para formar aldehidos, cetonas y
alcoholes. A continuacién, en la figura 1, se puede observar un esquema
simplificado de las reacciones de la digestion anaerobia en materiales poliméricos,

Fuente: Romero (1999)

forma en la cual se encuentran en el agua residual.
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Figura 1. Esquema de reacciones de la digestion anaerobia de materiales
poliméricos. 1, bacterias fermentativas; 2, bacterias acetogénicas que producen
hidrégeno; 3, bacterias homoacetogénicas; 4, bacterias Metanogénicas
hidrogenotroficas; 5, bacterias Metanogénicas acetoclasticas

MATERLA ORGANICA COMPLEIA
PROTEINAS CARBOHIDRATOS Lirmos
HIDROLISIS 1 1 1
¥ k4 : ]
AMINOACIDOS, AZTCARES ACIDOS GRASOS, ALCOHOLES
PRODUCTOS INTERMEDIOS
. OMIDACION
z PROPIONI CO, BUTIRICO,
FERMENTACION VALERICO, ETC. ANAEROEIA
1 2 '
ACETOGE
, SR R i 2 ¥
ACETICO b HIDRAMFNN M
HOMOACETOGENESIS
METANOGENESI S - 4 METANOGENESIS
ACETOCLASTICA A HIDROGENO TROFIC A
METANO,
DIOMIDO DE CARBONO

Fuente: Pavlostathis (1991)

En los tratamientos anoxicos ocurren procesos de descomposicion anaerobia como
la desnitrificacion de nitratos, respiracion de sulfatos, hidrélisis y fermentacion
acetogénica y metanogenica, como se observan en las siguientes ecuaciones
(Romero, 1999).

i .. . , Bacterias Anaerobias
Materia organica donante de hidrégeno CH, + CO,
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Bacterias Anaerobias

NO;~ N,

Bacterias Anaerobias

S0,” H,S

Bacterias Anaerobias

0, CH, + H,0

El tratamiento terciario 0 avanzado es utilizado para la remocion de solidos solubles
o nutrientes, con el fin de prevenir la eutrofizaciéon de los cuerpos hidricos. En
algunos casos las tecnologias terciarias son usadas con el fin de adecuar el efluente
para ser reutilizado (Ramalho, 1983). Los tratamientos terciarios mas comunes son:
(1) separacion de solidos en suspension, (2) adsorcion mediante carbon activado,
(3) intercambio i6nico, (4) 6smosis inversa, (5) electrodidlisis, (6) oxidacion quimica,
(7) métodos de eliminacion de nutrientes, (8) proceso “sonozone” para purificacion
de aguas residuales.

La adsorcion mediante carbén activado es un proceso fisico mediante el cual el
carbon activado funciona como absorbente atrapando las moléculas de
contaminantes que se encuentran en el agua (absorbatos). ElI proceso de
intercambio es en el cual un sélido atrae iones suspendidos mediante fuerzas
electrostéticas, los iones se intercambian por otros iones de una especie diferente
en disolucion, cuyo ejemplo mas notable son las resinas de intercambio i6nico. La
O0smaosis inversa funciona revertiendo el flujo normal de la 6smosis directa mediante
la aplicacién de una fuerza externa superior al valor de la presion osmatica. La
electrodidlisis es un método de intercambio i6nico a través de membranas, las
cuales son permeables solo para los iones y actian como barreras selectivas para
ciertas especies ionicas. Los procesos de oxidacién quimica mas usados para el
tratamiento de agua son la cloracion y la ozonacién. La cloracion se utiliza para
desinfectar el efluente que se va a descargar, adicionalmente reduce la DBO, oxida
iones metalicos y cianuros y elimina olores y color aparente.

Para la eliminacién de nutrientes se usan tradicionalmente procesos fisicoquimicos
y biolégicos, 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 nitrificacion es un proceso aerobio que se lleva a cabo
en 2 etapas, la oxidacion amonio-nitrito y la oxidacion nitrito-nitrato, en las cuales
intervienen microorganismos diferentes para cada fase, pero ambos pertenecientes
a la familia Nitrobacteriaceae (Prosser, 1989). La desnitrificacion biologica es un
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proceso anaerobio en el cual se transforma el nitrato producido en la nitrificacion a
N2 por medio de la actividad de diferentes enzimas (Knowles, 1982)

Otros métodos usados para la reduccion de nitratos son la reduccidon desasimilativa
de nitrato de amonio (RDNA), la cual es realizada por una enzima nitrato reductasa
no asociada a la membrana, en la cual el donador de electrones es el NADH vy el
formato (Mulder A., 1995) y la oxidacion anaerobia de amonio (ANAMMOX), la cual
es el proceso de formacién de N2 a partir de nitrito y amonio, bajo condiciones
anaerobias (Mulder A., 1995).

3.4 LAS MICROALGAS

Las microalgas son organismos unicelulares, fotosintéticos, generalmente
autotrofos, que por medio de la energia luminica producen energia quimica
(Andersen, 2005). En busca de una definicion més exacta, los ficologos incluyeron
en la definicion de microalga a las cianobacterias, que son organismos unicelulares
procariotas. De esta manera, el término microalga puede hacer referencia a
cualquier alga microscépica y a las bacterias fotosintéticas oxigénicas,
cianobacterias, anteriormente conocidas como Cyanophyceae (Lee, 1989).

Las algas no pertenecen a ningun grupo taxonémico definido, sin embargo poseen
ciertas caracteristicas generales y de organizacién que se encuentran abiertas a
cambios conforme se acumula informacion. Los miembros procariontes de las algas
se dividen en 2: Cyanophyta and Prochlorophyta; mientras los miembros
eucariontes se dividen en 9: Glaucophyta, Rhodophyta, Heterokontophyta,
Haptophyta, Cryptophyta, Dinophyta, Euglenophyta, Chlorarachniophyta, and
Chlorophyta (Barsanti, 2006).

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

o Fotoheterdtrofas: un organismo fotoheterotrofo es capaz de aprovechar la
energia luminica y al mismo tiempo emplear compuestos organicos como fuente de
carbono.
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o Fotoautotrofas: son organismos capaces de aprovechar la energia luminica
y emplear compuestos inorganicos en forma de sales como sustento.

o Mixotroéficas: son organismos capaces de sintetizar alimento a partir de la luz
solar y la materia organica. Pueden desarrollar procesos tanto autotrofos como
heterétrofos, lo cual permite el aprovechamiento de carbono orgénico o inorganico.
o Heterodtrofas: los compuestos organicos representan tanto su fuente de
energia como su fuente de carbono, lo cual permite a dichas algas su desarrollo en
ambientes afoticos.

El termino alga no representa una clasificacién taxondmica, sino que el mismo es
un término acufiado para distintos tipos de organismos fotosintéticos.

Las algas dulces pueden clasificarse en 10 grupos o filums con base en su
apariencia microscopica (Tabla 3) y en sus caracteristicas bioquimicas.
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Tabla 3. Divisiones principales de las algas de agua dulce: apariencia

microscépica

Divisi6n algal (filum) | omerode | Color Morfologia Motilidad | HePresentante
especies Tipico tipica del filum
Microscopico o
Algas verde-azuladas visible, Presentan Synechocystis,
. 297 Verde-Azul . . .
(Cianophyta) 2 usualmente motilidad Microcystis
colonial
Algas verdes 992 Verde Microscopico o Presentan Chlamydomonas,
(Clorophyta) visible, colonial motilidad Cladophora
Euglenoides 124 Colores Microscopico, Presentan Euglena,
(Euglenophya) Variados unicelular motilidad Colacium
. . Microscopico, . .
Algas Verde-Amarillas 73 Amarillo- ulnicZIngrl o Presentan Ophiocytium,
(Xantophyta) Verde filamentoso motilidad Vaucheria
Dinoflagelados 54 Rojo- Microscopico, Presentan Ceratium,
(Dinophyta) marron unicelular motilidad Peridinium
Criptomonas 15 Colores Microscopico, Presentan Rhodomonas,
ryptophyta variados unicelular motilida ryptomonas
Cryptophyt iad icelul tilidad Crypt
Crisofitas Dorado- M'CrOSCOpICO‘ Presentan Mallomonas,
115 B} unicelular o - .
(Chrysophyta) marron colonial motilidad Dinobryon
Microscopico,
Diatomeas 1652 Dorado- unicelular o Presentan Stephanodiscus,
(Bacillariophyta) marron colonas motilidad Aulacoseira
filamentosas
. Mi dpico, N
Algas Rojas . |croscop|co ° Batrachospermu
(Rodophyta) 22 Rojo unicelular o presentan m. Bangia
phy colonial motilidad ' 9
Colchones No
Algas Marrones , multicelulares o Pleurocladia,
2 Marron o presentan . .
(Phaeophyta) recubrimiento de motilidad Heribaudiella
tallos

Fuente: Basanti (2006)
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3.5 FOTOSINTESIS

La fotosintesis oxigénica en organismos eucariotas (Figura 2) es un proceso en el
cual la energia solar se convierte en energia quimica por medio de unas reacciones
de oxidacion y reduccion, en el que interviene un fotén en un rango de 400 a 700
nm para excitar los protones presentes en las moléculas de clorofila. La fotosintesis
se da en 2 grupos de reacciones, las primeras reacciones dependientes de la luz,
las cuales capturan la 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 en las cuales se
toma el potencial quimico liberado de las primeras reacciones y es usado para
convertir carbono inorganico en triosafosfato, sustrato para el alga (Barsanti, 2006).

Figura 2. Esquema grafico de la maquinaria de la fotosintesis.

Membrana externa

del cloroplasto
Membrana interna
_ del cloroplasto

Ciclo
de Calvin

Glicidos
\ s /\ " /
(2) Reacciones dependientes (b) Reacciones independientes
delaluz(enla de la luz (en el estroma)

membrana tilacoidal)

Fuente: Curtis (2000)
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Como se puede apreciar en la reaccion mostrada a continuacion, establecida por
Boussingault (1864), el proceso de fotosintesis convierte un carbono en su maximo
estado oxidativo (COz) en carbohidratos como resultado de una reduccion fuerte:

Clorofilaa

6CO0, + 6H,0 + luz — CcHi20 + 60,
Oxidado Reducido Reducido Oxidado

En esta reaccion| la luz es un sustrato primario, la clorofila a es un catalizador
necesario para la reaccion, el C;H,,0, representa la materia organica reducida
hasta carbohidratos.

3.5.1 Reacciones de la fase luminica. Las reacciones de la fase luminica se
llevan a cabo en las membranas tilacoides, cuya composicién ha sido estimada en
50% de lipidos y 50% de proteinas y su espesor mide 7nm (Barsanti, 2006). En el
ciclo luminico estan involucrados pigmentos fotosintéticos, dichos pigmentos
contienen un grupo quimico llamado croméforo que posee la capacidad de absorber
energia proveniente del espectro visible de la luz (Maris, 2012). Los pigmentos se
ubican en el centro de reaccidn de los fotosistemas (I & I1), ellos son los encargados
de la transferencia de electrones a una molécula aceptadora.

Los principales pigmentos presentes en los tilacoides en el género Chlorella son las
xantofilas y los B-carotenos (figura 3) que son moléculas que absorben la luz en
regiones del espectro de luz verde y azul (Maris, 2012).

Figura 3. Clorofila a, b y Beta-caroteno
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Fuente: EOL 2010
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En la fase luminica un electrén pasa a un estado excitado debido a la accion de la
energia emitida por una fuente luminica. Mediante un proceso de fotodlisis del agua,
el electron se convierte en ATP y NADPH, dicho proceso se lleva a cabo en los
cloroplastos y el proceso se describe en la siguiente reaccion:

1
H,0 + foton — EOZ +2H + 2e”

La fase de fotofosforilacion ocurre cuando se forma una molécula de ATP mediante
la energia del electron excitado por la luz por medio de un enlace pirofosfato.
Gracias a dicha energia se produce un bombeo de protones desde el estoma al
espacio intratilacoidal, lo cual genera gradientes energéticos como se observan en
la figura 4.

Figura 4. Fotofosforilacion
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Fuente: Maris (2012)
Posteriormente la energia obtenida a partir de la fase luminica da inicio a la fase

oscura. En la que el CO2 se reduce para formar carbohidratos y otros productos
metabdlicos.
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3.5.2 Reacciones de la fase oscura. La fijacion del diéxido de carbono (CO3)
sucede en la fase oscura de la fotosintesis mediante el ATP y NADPH: obtenido en

la fase luminica. La reaccidn puede expresarse como:

2 NADPH,, 3ATP
CO, + 4H* + 46~ ——= "5 (CH,0) + H,0

Enzimas

Para convertir la molécula de COz2 se necesitan 2 moléculas de NADPHzy 3 de ATP,
y se ha llegado a evaluar la eficiencia de produccion de energia de la fotosintesis
hasta alcanzar a un valor de 10 quanta de luz absorbida por cada molécula de CO:2
transformada (Richmond, 2004).

Calvin y Benson (1948) formularon los mecanismos de la fase oscura de la
fotosintesis, mecanismo por el cual se transforma el CO2 en azucares y otros
compuestos en 4 fases principales formando asi el ciclo de Calvin-Benson (figura
5) como se muestra a continuacion.

Figura 5. Ciclo de Calvin-Benson.
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3C products
(Triose-P)

Fuente: Richmond (2004)

I Fase de Carboxilacion: fase por medio de la cual el CO2 se une a un azucar
de 5 carbonos llamado P-Ribulosa-bis, para formar dos moléculas de fosfoglicerato.
Esta reaccién es catalizada por una enzima denominada Rubisco.

il. Fase de Reduccion: se realiza en dos partes. La primera comprende la
fosforilacidén del fosfoglicerato para formar difosfoglicerato y ADP, la segunda parte
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comprende la reduccion del difosfoglicerato para formar fosfogliceraldehido. Este
proceso se realiza para convertir el fosfoglicerato en productos de 3 carbonos.

Iil. Fase de Regeneracion: se regenera el fosfato de Ribulosa por medio de una
serie de reacciones que involucran azucares de 3, 4, 5, 6 y 7 carbonos. Las
reacciones se ven catalizadas por las enzimas aldolasa y transketolasa.

V. Fase de Produccion: la fase en la que se culmina la produccion de
carbohidratos, los cuales son considerados los productos terminados de la
fotosintesis, pero también son producidos &cidos grasos, aminoacidos y &cidos
organicos. Otros metabolitos pueden producirse segun las condiciones ambientales
a la cual sean sometidas las algas (Richmond, 2004).

3.6 MICROALGAS EN DEPURACION DE AGUAS RESIDUALES

El uso de microalgas para la remocion de nutrientes en aguas residuales ha sido
ampliamente estudiado debido a su potencial para remover nitrdgeno y fésforo, su
capacidad de absorber bacterias patdgenas, metales y residuos peligrosos, su
posible uso como fuentes de alimentos, etc. En la década de los 50’s Oswald (1957)
realiz6 experimentos en los que realizaba un cultivo de algas en un afluente de agua
residual y monitoreaba la concentracion de nutrientes, lo cual senté la base para las
tecnologias de tratamiento terciario mediante el uso de microalgas. Sin embargo, el
uso y expansion de otras tecnologias de tratamiento de aguas residuales, como
lodos activados, han hecho que el uso de microalgas en éste campo se lleve a cabo
Unicamente a pequefia escala. Segun Hoffman (1998), los tratamientos con
microalgas logran las mismas eficiencias de remocioén para fosforo que los
tratamientos quimicos convencionales, pero los tratamientos basados en
microalgas representan menores costos gracias al ahorro de los productos quimicos
y al aprovechamiento de los metabolitos resultantes y el uso de la biomasa como
fertilizante.

Las microalgas han sido ampliamente investigadas para fines de remediacion
biologica de aguas contaminadas, principalmente con nitrégeno, fosforo y altas
concentraciones de materia organica, ya que posee gran capacidad para remover
N y P durante su crecimiento, adicionalmente se han usado para absorber metales
(Rodriguez, 2011) y acelerar los procesos de inactivacién de bacterias patégenas
(Chacon, 2004).
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Se han llevado a cabo investigaciones por diversos autores en los cuales se
inmovilizaron las microalgas en matrices sintéticas de diversos materiales como
poliuretano, agar, quitosan, espumas, resinas, con el fin de eliminar nutrientes de
muestras de agua (Mallick, 2002). Dichas matrices deben ser hidréfilas, faciles de
separar del agua tratada y resistente a los compuestos quimicos usados en los
procesos de cultivo (Barsanti, 2006).

Los microorganismos fotosintéticos pueden remover otros compuestos del agua
residual aparte de los nutrientes gracias a su habilidad para acumular metales
pesados mediante la adsorcion quimica, el intercambio iénico, la quimisorcion,
reacciones redox o precipitacion a la superficie de su pared celular (Barsanti, 2006),
incluso se han reportado porcentajes de eliminacion de iones metélicos como el
hierro, aluminio, magnesio, manganeso y zinc entre el 56 y el 100% (Wang, 2009).

3.7 METABOLITOS DE VALOR AGREGADO

Las microalgas han logrado gran atencion en las dltimas décadas gracias a su
capacidad de remover nutrientes del agua residual (Sawayama, 1998). También
han sido estudiadas ampliamente debido a su potencial de produccién de
biocombustibles gracias a su elevado contenido de lipidos (Morweiser, 2010). Sin
embargo no se ha logrado que los sistemas duales de produccion de algas que
combinen tanto el tratamiento de aguas residuales como la produccién de biodiesel
sea sustentables econémicamente (Lundquist, 2010). Por tal razén, en los ultimos
afios se han llevado a cabo numerosas investigaciones evaluando el potencial de
produccion de otros productos no combustibles como una estrategia de biorefineria
para equilibrar los costos de produccion (Olguin, 2012).

La composicién algal es variable, la proporcion de carbohidratos, proteinas y lipidos
cambia de especia a especie y de las condiciones ambientales a las cuales se
someta el alga. Segun Grobbelaar (2004) la formula molecular de las microalgas es:
Ci116H181045N,6P, 10 cual significa que 1 kg de microalgas en peso seco contiene
523,9 g de carbono, 74,5 g de hidrégeno, 296,5 g de oxigeno, 92,2 g de nitrdgeno
y 12,76 g de fosforo. Segun Ras & Lardon (2011) el contenido de 1 kg en peso seco
de microalgas es: 367 g de carbono, 61g de nitrogeno, 8,1 g de fésforo y 6,6 g de
potasio.

Como se ha mencionado previamente, la produccion de lipidos en las microalgas
es un fendmeno altamente estudiado principalmente por su potencial de produccién
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de biocombustibles. Los lipidos algales pueden ser de dos tipos: lipidos polares y
lipidos apolares. Dentro de los lipidos polares encontramos las fosfogliceridas,
glicosilgliceridas y esteroles, los cuales son un componente importante de las
membranas biologicas. Algunos lipidos polares actian como intermediarios en
varias rutas metabdlicas celulares. Los lipidos apolares actiian como reservorios de
productos energéticos que pueden transformarse con fines metabdlicos en energia
(Moheimani, 2013). Las microalgas son organismos adaptados a una gran cantidad
de condiciones ambientales, debido a ello existen distintos tipos de lipidos, ligados
al tipo de alga y a las condiciones ambientales en las que se puedan encontrar
(Grobbelaar, 2004). Existen varias investigaciones que han estudiado los efectos de
la concentracion de nitrégeno y los efectos que se producen en la produccién de
lipidos (Tornabene, 1983) en algas verdes. Las microalgas pueden llegar a tener un
contenido lipidico de entre 20 y 50% en peso seco, debido a ello tienen un potencial
de produccion de biocombustibles mayor a las plantas mayores usadas para éste
propésito. Se estima que poseen una capacidad de produccion de aceites entre 10
a 20 veces mayor (ha'afio!) que las plantas usadas tradicionalmente en esta
industria (Moheimani, 2013).

Las microalgas pueden usar los nutrientes que se encuentran en las aguas
residuales para sintetizar metabolitos tales como vitaminas (tocoferoles, vitamina
B12 y provitamina A), polisacaridos, carotenoides (B-carotenos, astaxantinas,
cantaxantinas y luteina), otros pigmentos (ficocianina y ficoeritrina), acidos grasos
(acido eicosapentaenoico y acido docosahexaenoico), polisacéridos y proteinas
(Moheimani, 2013). Debido a la produccion de estos metabolitos, las algas han
tenido una gran cantidad de aplicaciones antrépicas, desde la industria alimenticia
humana, animal, la industria de los fertilizantes, cosméticos, suplementos
terapéuticos, toxinas, etc. Su uso en la industria alimenticia se debe en gran parte
a su composicion, que aporta minerales, vitaminas, proteinas y fibra. Se han
realizado estudios con Wakame (U. Pinnatifida) y Kombu (L. jap6nica) (Amin, 2002)
en los cuales se ha evaluado su potencial nutricional y se determiné su contenido
de fibra entre 353 y 37,3% en peso seco, su contenido proteinico en
aproximadamente 20% en peso seco y su contenido de vitaminas como se puede
ver a continuacion en la tabla 4.

Las algas también poseen otras sustancias que son extraibles y de gran valor en el
mercado como el alginato (derivado del acido alginico) principalmente extraidos de
las algas pardas, el cual es un carbohidrato soluble en agua usado para espesar
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soluciones acuosas, con el fin de darle algun grado de firmeza (texturas gelatinosas)

para formar films solubles en agua y para estabilizar algunos productos.

Tabla 4. Contenido de vitaminas en el alga marina Wakame y Kombu en 100 mg

peso seco
Vitaminas Kombu Wakame
B-caroteno 2,99 + 0,009 1,30+ 0,12
Retinol equivalente 0,481 + 0,015 0,217 + 0,006
Vitamina B1 0,24 £ 0,02 0,30 £ 0,04
Vitamina B2 0,85+ 0,08 1,35+ 0,09
Vitamina Bs 0,09+0,01 0,18 £ 0,02
Niacina 1,58+0,14 2,56 +0,11

Fuente: Barsanti (2006)

3.8 DESCRIPCION DE LA ESPECIE CHLORELLA VULGARIS

El género Chlorella comprende alrededor de 10 especies clasificadas
genéticamente, que miden entre 2 y 12 um esféricas o elipsoidales. Se pueden
encontrar en el suelo y en los cuerpos de agua dulce y su propagacién ocurre por
medio de autoesporas inmoéviles que se liberan en periodos de 8 a 24 horas
aproximadamente (Barsanti, 2006).

Los individuos de la especie Chlorella vulgaris (figura 6) son algas verdes autétrofas
con capacidad de producir carbohidratos a partir del CO2 y luz solar. Pertenece al
reino protista, filum Chlorofita, clase Trebouxiophyceae (Volker, 1999). Las
investigaciones con Chlorella llevadas a cabo por Beijerinck (1890) sentaron las
bases en el campo de la ficologia; actualmente el género Chlorella es el mas
ampliamente estudiada debido a sus potenciales usos comerciales, su rapido
crecimiento y distribucién en gran parte del mundo, asi como por su alto contenido
lipidico y su versatilidad de manejo, lo cual las convierte en objeto de interés para
investigaciones de su uso en la industria alimenticia y energética, asi como en la
obtencion de pigmentos.
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La especie C. vulgaris estd compuesta por individuos unicelulares, sin motilidad,
con pared celular lisa, forma esférica y un cloroplasto con forma de copa. Su
reproduccion se realiza mediante la formaciébn de autoesporas y pueden
encontrarse en colonias o grupos irregulares (Montes, 2012).

Los individuos de la especie C. vulgaris ha sido motivo de investigacion en el campo
de biocombustibles debido a su gran capacidad para la sintesis de lipidos, que han
concluido que su contenido lipidico ha llegado a ser del 25% al 75% de su peso
seco (Azeem, 1999). Dicha cantidad depende de la disponibilidad de nutrientes,
pudiendo lograr una cantidad de lipidos entre el 28 y 32% (Sieg, 2008).

Figura 6. Chlorella vulgaris
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Fuente: Autor

3.9 PARAMETROS DE INFLUYEN EN EL CRECIMIENTO ALGAL

El crecimiento algal se ve afectado por varios factores ambientales (fisicos,
quimicos y biolégicos), y con frecuencia factores como la luz y la temperatura
resultan inhibir el crecimiento del alga (Singh, 2014). Un cultivo necesita 3
componentes basicos: un medio de cultivo que sustente los microorganismos con
los nutrientes suficientes para su crecimiento y reproduccion, una muestra de
biomasa que provea los microorganismos para el cultivo y una corriente de aire que
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permita el intercambio de oxigeno y dioxido de carbono entre el reactor bioldgico y
la atmdsfera. Un alga autotrofa necesita Unicamente luz, COgz, nutrientes y
elementos traza para producir cualquier compuesto bioquimico necesario para su
supervivencia; pese a ellos muchas especies no poseen los mecanismos biolégicos
para sintetizar algunos compuestos bioquimicos como las vitaminas, en cuyo caso
el medio de cultivo debe suplir las carencias de dichos compuestos. Las condiciones
ambientales resultan ser decisivas a la hora de implementar un cultivo de algas, los
factores mas importantes a tener en cuenta son la cantidad y calidad de los
nutrientes, pH, disponibilidad luminica, turbulencia, salinidad y temperatura
(Barsanti, 2006).

3.9.1 Temperatura. La temperatura en el cultivo es un factor que varia
dependiendo de la especie. En un cultivo la temperatura debe ser lo mas cercana
al valor al cual era expuesta el alga al momento de ser recolectada. Existen
organismos adaptados a condiciones ambientales muy variadas, entre ellos
encontramos organismos polares (<10°C), organismos de zonas tropicales (15-
20°C) y organismos tropicales (>20°C). Debido a la facilidad de su obtencion y
cultivo, las especies mas investigadas son aquellas que toleran temperaturas entre
los 16 y 27°C. En la mayoria de los cultivos se utilizan temperaturas entre 18 y 20°C,
cualquier cambio de temperatura debe ser llevado a cabo mediante incrementos de
maximo 2°C por semana. Temperaturas menores a 16°C resultan ser perjudiciales
para el crecimiento algal mientras que temperaturas de mas de 35°C pueden llegar
a ser letales para un gran niamero de especies (Barsanti, 2006).

El género Chlorella se encuentra presente en climas templados (25-30°C), algunas
cepas de Chlorella poseen temperaturas Optimas entre los 18 y 25°C. Se han
reportado casos exitosos de cultivo de Chlorella vulgaris en temperaturas de hasta
36°C con temperaturas optimas de 32,4°C (Mora, 2006).
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3.9.2 Nutrientes. Segun la ley de los minimos de Liebeg (1828) el crecimiento
de un cultivo no esta dado por todos los nutrientes sino por los mas escasos
(Browne, 1942). En el caso de un cultivo de microalgas los nutrientes limitantes
suelen ser el nitrégeno y el fésforo siempre y cuando se asegure un flujo adecuado
de carbono inorganico. Ademas de los nutrientes, los cultivos necesitan cierta
cantidad de elementos traza, necesarios para el desarrollo de funciones celulares.
Existen casos en la que el estrés de nutrientes permite cambios metabdlicos que
resultan favorables para la produccién de lipidos, siempre y cuando haya
disponibilidad de CO2 y luz (Aslan, 2006).

Los requerimientos de nutrientes dependen de la especie a cultivar, existen
especies con necesidades especiales de nutrientes. En algunos casos la relacién
N:P influye negativamente en la absorcidn de nutrientes, para éstos casos se deben
replicar las condiciones ambientales en las cuales fueron obtenidas las algas. En el
caso del género Chlorella la relacion 6ptima N:P es de 8:1 segun Aslan & Kapdan
(2006).

Adicional al nitrégeno, fosforo y carbono organico se requieren otros
macronutrientes en un cultivo de microalgas como el magnesio, calcio, azufre y
potasio, asi como de otros micronutrientes.

3.9.2.1 Nitrégeno. EIl rango promedio del nitrégeno dentro de las microalgas
puede llegar a encontrarse entre el 1 y mas del 10%, este valor depende de la
disponibilidad y la fuente de nitrégeno con la cual sea alimentado el cultivo. Las
microalgas pueden absorber nitrogeno de diversas moléculas: nitratos, nitritos,
nitrégeno atmosférico, urea, amonio y en ocasiones 0xidos de nitrégeno en bajas
concentraciones. El nitrato es la fuente de nitrégeno mas usada en los medios de
cultivo, sin embargo existen investigaciones en las que se reporta mayor
productividad con amonio como fuente de nitrdgeno, seguido por urea y finalmente
nitrato, aunque los resultados en términos de remocidon son superiores en los
cultivos alimentados con nitrato y urea (Xin, 2010)

El amonio resulta ser la especie de nitrogeno preferente para el cultivo de
microalgas debido a que puede ingresar a su ciclo metabdlico saltandose la
reduccion previa a la sintesis de aminoacidos directamente hasta la asimilacion
intracelular primaria de nitrogeno. Sin embargo, el amonio en grandes
concentraciones puede ser toxico para el fitoplancton, se estima que el umbral de
toxicidad se encuentra alrededor de los 25 uM, debido a ello debe procurarse que
sus concentraciones sean bajas (Barsanti, 2006), aunque el nivel de toxicidad del
amonio depende de la especie de alga que sea cultivada. El amonio impide el
funcionamiento del fotosistema Il, el cual es el lugar en el que se ubican los
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pigmentos fotosintéticos y se producen las reacciones, Yy sustituye al agua en las
reacciones de oxidacion.

3.9.2.2 Fosforo. Elfésforo es esencial para el metabolismo algal puesto que sin
él es imposible la sintesis de &cidos nucleicos, lo cual no permite la replicacion del
genoma o en la sintesis de ARN (Andersen, 2005). Adicionalmente, una baja
disponibilidad de fésforo en un cultivo puede afectar las reacciones en el aparato
fotosintético, lo cual deriva en la inhibicion de la produccion de proteinas y ocasiona
problemas en la fase de fosforilacion. Los efectos de la baja concentracion de
fosfatos en el cultivo sobre la sintesis de proteinas son similares a los encontrados
en cultivos con carencia de nitrégeno, aunque dichos efectos son indirectos y a
menos inmediatos. La baja disponibilidad de fésforo en el agua causa reacciones
inmediatas en el ciclo de Calvin-Benson (1948) reduciendo la tasa de absorcién de
luz a la hora de fijar COo..

En la mayoria de cultivos son usados los ortofosfatos (P-PO4%) inorganicos como

fuente de fésforo, aunque también son usados glicero-fosfatos en algunas
ocasiones. La mayoria de microalgas pueden producir enzimas en su superficie
celular llamadas fosfatasas, las cuales les permiten usar varias fuentes de fosforo.

La concentracién de ortofosfatos disponibles para el cultivo depende de los valores
de pH, ademas existen otros factores que disminuyen la disponibilidad de fosfatos
en el medio como algunos iones (magnesio, sodio, potasio, etc.).

3.9.2.3 Carbono inorganico. La disponibilidad de carbono orgénico va ligada a
la aireacion del cultivo. El burbujeo facilita la mezcla y dispersién del carbono
organico en el medio de cultivo, lo cual permite que haya una disponibilidad uniforme
del mismo. La mayoria de microalgas pueden emplear el CO2 atmosférico como
fuente de carbono, asi como los iones bicarbonatos por medio de la accién de una
enzima llamada anhidrasa carbdnica. En promedio las microalgas son capaces de
soportar concentraciones de CO:2 cercanas a las 150.000 ppm, aunque ha habido
estudios que indican que especies de algas verdes como en el género Chlorella
pueden soportar concentraciones de alrededor de los 400.000 ppm. En algunos
cultivos se inyecta aire enriquecido con CO2 para aumentar su concentracion y
disponibilidad en el agua.

El consumo de CO:2 es un factor que varia de especie a especie (figura 7),
normalmente se consideran valores de 200 a 600 mg/L de COz2 diario, aunque en el
caso del género Chlorella sp se han logrado valores de fijacion entre 800 y 1000 mg
CO2/L*d.
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Existen otros parametros que se involucran en la disponibilidad de CO2como son la
temperatura, la configuracidén del reactor, el medio de cultivo o la intensidad de la
luz.

Figura 7. Consumo de didxido de carbono por varias especies de microalgas
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3.9.3 pH y Alcalinidad. ElI pH es un parametro que afecta directamente la
disponibilidad de nutrientes. El rango de cultivo para la mayoria de las especies de
microalgas se encuentra entre 7 y 9 unidades de pH, con un rango 6ptimo entre 8,2
y 8,7. Se puede llegar a causar el colapso de un cultivo por la falta de control en el
pH debido a la inhibicion de procesos celulares (Barsanti, 2006) . Valores de pH
superiores a 10 causan la precipitacion del hidréxido férrico y el sulfato férrico,
mientras que valores de pH muy bajos ocasionan dafios a nivel metabdlico sobre
los &cidos organicos, el ATP y el ADN. Asi mismo, el carbono organico puede
limitarse a valores de pH superiores a 9, mientras que al nitrégeno se volatiliza
pudiendo causar resultados de remocion falsos. De igual manera, el pH también
controla la solubilidad del CO2 en el agua, para muchas especies valores por encima
del 4% de CO:z2 libre resultan ser toxicos. (Andersen, 2005).
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3.94 Disponibilidad luminica. La radiacion solar aporta la energia necesaria
para la fotosintesis, adicionalmente los organismos fotosintéticos pueden
aprovechar fuentes luminicas artificiales con una longitud de onda entre 400 y 700
nm para realizar sus funciones metabolicas. Para un cultivo 6ptimo deben tenerse
en cuenta variables como el tipo de luz, la intensidad y calidad de la misma y los
fotoperiodos luz/oscuridad. La demanda luminica depende del tipo de alga y de las
condiciones del cultivo (profundidad, densidad celular, etc.). Sobreexposicion a la
luz puede causar la fotoinhibicion del cultivo, asi como dafio celular. La luz para el
cultivo puede ser natural o artificial, siempre y cuando se controlen los niveles de
exposiciéon y la intensidad luminica.

Para la luz artificial se recomiendan tubos fluorescentes que emitan luz en las
longitudes de onda del azul o el rojo en espectro visible. Varias especies de
microalgas no pueden adaptarse correctamente a la exposicion continua a la luz, en
es0s casos se tienen en cuenta fotoperiodos de luz/oscuridad (LD) con valores
méaximos de 16:8 LD, usualmente 14:10 o 12:12 (Barsanti, 2006).

3.10 SISTEMAS DE CULTIVO Y TIPOS DE FOTOBIORREACTORES

Un fotobiorreactor es un sistema cerrado o abierto (estanques), que funciona como
un recipiente artificial en el que se lleva a cabo un cultivo de organismos
fotosintéticos, en el cual se pretenden lograr condiciones ambientales internas que
puedan sustentar su crecimiento y procesos metabolicos.

Los criterios principales para el disefio de un fotobiorreactor son los que propenden
por una alta productividad volumétrica y eficiencia de absorcion luminica de forma
econdémicamente viable (Configuracion geométrica, materiales que permitan el paso
de la Iluz, agitacion que permita uniformidad en el cultivo, relacion
superficie/volumen del reactor, orientacion e inclinacion sistema de desorcion de
gases, sistema de limpieza, regulacién de temperatura y pH, facilidad de la
operacion y escalado).
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La configuracion de los sistemas de cultivos puede ser abierta o cerrada, cada una
de las cuales presenta ventajas y desventajas (tabla 5), el sistema elegido depende

de la finalidad del cultivo.

Tabla 5. Ventajas y desventajas de los cultivos abiertos y cerrados.

Parametro Sistemas Abiertos Sistemas Cerrados
Rlesgo d?, Extremadamente alto Bajo
contaminacién
Espacio requerido Alto Bajo
Pérdida de agua Extremadamente alto Casi nulo
Pérdida de CO2 Alto Casi nulo
Calidad de la biomasa No susceptible Susceptible

Diversidad de especies

Posibilidades de

Pueden ser cultivadas
gran variedad de

lluvia.

en cultivo produccion restringidas . )
microorganismos,

Flexibilidad de No se puede hacer Se puede hacer cambio
produccion cambio de produccion | de produccion facilmente
Reproducibilidad Nula Posible en ciertos rangos

Control del proceso No hay control Posible

Estandarizacion No es posible Posible

Absoluta, la produccién
Dependencia del clima | esimposible durante la Nula

Periodo de arranque
luego de ser
interrumpido

De 6-8 semanas aprox.

De 2-4 semanas aprox.

Concentracion de la
biomasa durante el
proceso

Bajo,de 0,1a 0,2 g/L

Alto, de 2-8 g/L

Eficiencia del proceso
de tratamiento

Bajo

Alto

Fuente: Pulz (2001)
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Los sistemas de cultivos abiertos son sistemas relativamente simples en los cuales
el cultivo esté expuesto a las condiciones atmosféricas y el aporte luminico se hace
por medio de la luz natural. Han sido disefiados una gran cantidad de reactores
bioldgicos abiertos, aunque su densidad celular siempre es baja en comparacion
con los cerrados (Pulz, 2001).

3.10.1 Sistemas de cultivo cerrados. Los sistemas cerrados se caracterizan por
poder controlar casi todos los parametros que intervienen en el cultivo de
microrganismo, ademas de poder percibir facilmente las respuestas de una
poblacion ante la variacion de las condiciones ambientales al interior del FBR.
Adicionalmente los FBR cerrados brindan los siguientes beneficios en el cultivo
(Pulz, 2001):

o Disminuyen el riesgo de contaminacion externa en el cultivo de algas.

o No se presentan perdidas de CO: al interior del FTB.

o Generan condiciones experimentales que pueden ser facilmente
reproducidas.

o Brindan un control de factores hidrodindmicos y de la temperatura.

o Tienen un disefio técnico sencillo.

Los sistemas de cultivo de primera generacion (tanques, recipientes plasticos)
presentaron problemas al escalarse a valores superiores a 100 L debido a la baja
penetracion de la luz en el cultivo, por lo que se implementaron sistemas de
iluminacion interior, los cuales tuvieron relevancia solo para algunos cultivos y en
general no tuvieron éxito en su aplicacién. (Gerbsch, Rarbach, Walter, & Buchholz,
2000).

Los FBR pueden clasificarse segun su disefio y modo de operacion. Los mas
usados en cuanto a disefio son (Ugwu, 2007):

1. FBR tubulares: los reactores tubulares (figura 8) tienen una alta relacién
superficie iluminada/volumen del cultivo. Los reactores tubulares cuentan con un
sistema de inyeccion de aire y un sistema de desgaseado, pero su misma
configuracion hace que se acumulen altas concentraciones de Oz que resultan
perjudiciales para el cultivo. Otro problema con el que cuentan son los bajos
gradientes de mezcla que poseen.
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2. FBR de lamina o panel plano, inclinado o vertical: Los FBR de lamina plana
(figura 9) poseen una gran superficie iluminada, bajas concentraciones de O: y alta
eficiencia fotosintética. Su problema radica en la dificultad que supone su escalado,
el poco control sobre la temperatura y el estrés hidrodinamico para ciertas especies

Figura 8. Esquema de un fotobiorreactor tubular
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Fuente: Jorquera (2010).

Figura 9. Esquema de un fotobiorreactor de panel plano
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Fuente: Jorquera (2010).
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3. FBR de columna vertical: los FBR de columna vertical poseen inyeccion de
aire desde el fondo y un sistema de desgaseo en su parte superior que funciona
como agitacion hidraulica, su uso representa costes relativamente bajos.

La eleccion del fotobiorreactor no debe hacerse sin un estudio previo de la especie
que se pretende cultivar en materia de costos, condiciones ambientales,
adaptabilidad del alga, esterilidad del cultivo, espacio, recursos hidricos, etc. (Ugwu,
2007).

3.10.1.1 Sistemas de cultivo tipo Batch. El sistema mas usado para el cultivo
de microalgas es el sistema tipo batch, debido a sus bajos costos de puesta en
marcha y funcionamiento. Un cultivo tipo batch no posee entrada ni salida de
nutrientes, es un sistema cerrado con volumen limitado, lo cual quiere decir que la
disponibilidad de nutrientes es finita. En un cultivo tipo batch el crecimiento algal
llega a un maximo antes de empezar a reducirse debido al agotamiento de los
nutrientes disponibles. Los productos metabdlicos de las algas en cultivo también
incrementan en el medio de cultivo. Al no existir un caudal de entrada los
microorganismos mueren por falta de nutrientes una vez éstos se consuman, a
menos que se adicione medio de cultivo nuevamente. Los desechos metabdlicos de
los organismos en cultivo pueden aumentar los niveles de toxicidad en el medio. Se
recomiendan realizar resiembras constantes de biomasa mediante la extraccion de
una alicuota pequefia de biomasa algal y su posterior mezcla con una mayor
cantidad de medio de cultivo. Los cultivos tipo batch poseen un crecimiento tipico
(figura 10) en 6 fases (Barsanti, 2006), descritas en la tabla 6.

Luego del indculo inicial, el cultivo no necesariamente entra en fase exponencial
debido a que el medio de cultivo, aunque pueda llegar a ser apto para el crecimiento
algal, no siempre brinda las condiciones adecuadas para la division celular.

Se necesita un intervalo de tiempo para que las algas se adapten a las condiciones
al interior del reactor. El periodo de adaptacién depende de las condiciones dentro
del reactor y de la especie de alga. Durante la fase de adaptacion el alga se somete
a cambios metabdlicos (produccion de enzimas, etc), por lo cual se recomienda usar
microalgas que previamente se encuentren en su etapa de crecimiento exponencial
a la hora de la puesta en marcha de un reactor bioldgico.
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Figura 10. a, Curva de crecimiento de una poblacion algal en un medio de cultivo;
b- variacion de la tasa de crecimiento del mismo.

InN

time

Fuente: Barsanti (2006).

Tabla 6. Descripcion de las fases de crecimiento algal en un cultivo tipo batch

Interpretacion

Fase | Crecimiento ..
del crecimiento

Descripcion

Adaptacion fisioldgica a las condiciones

1 Latencia Cero s
del in6culo.
., Crecimiento poblacional en las
2 Aceleracion Incremento . .
condiciones iniciales.
. El crecimiento poblacional cambi6 las
3 Exponencial Constante . .
condiciones del ambiente.
., . Aparecen los efectos del cambio de
4 Retardacion Decrecimiento P .
condiciones.
. : Uno o mas nutrientes (o la luz) escasean
5 Estacionaria Cero

hasta el nivel critico de las células.

La duracion de la fase estacionaria o la
6 Declinacién Negativa tasa de decrecimiento dependen
directamente del tipo de organismos.

Fuente: Barsanti (2006)
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4 METODOLOGIA

4.1 DISENO Y MONTAJE DE UN MODULO DE CULTIVO TIPO BATCH

El desarrollo del proyecto se llevo a cabo en el Laboratorio de Agua Potable en la
Universidad Pontificia Bolivariana, seccional Bucaramanga, ubicada en el municipio
de Floridablanca, Santander. La investigacion se encuentra en curso, debido a que
se desarrollaran otros proyectos a futuro para comparar diferentes tipos de algas en
los mismos parametros que se miden a lo largo de éste proyecto, para finalmente
poder determinar las mejores especies para diferentes aplicaciones.

El médulo de cultivo comprende fotobiorreactores de sistema cerrado, con el fin de
tener el mayor control de las condiciones de crecimiento y evitar contaminacion
externa y pérdidas de CO2 (Pulz, 2001).

Para el disefio del sistema de cultivo se tuvieron en cuenta distintos factores
ambientales que influyen en el crecimiento algal. El primero fue la densidad celular,
la cual fue determinada a través de la curva de crecimiento algal. Se presto atencién
al pH y temperatura como factores criticos, debido a su influencia sobre la
concentracion de nutrientes disueltos en el agua residual. Otro factor importante fue
la fuente de iluminacion; la cual se eligié para que no causara dafio a nivel celular,
ni que emitiera longitudes de onda UV que no fuesen cuantificados. Los fotoperiodos
usados se eligieron mediante la revision bibliografica de autores que habian tratado
previamente el alga a investigar. La adecuacion del sistema de gases e iluminacion
fue un punto clave en el disefio, puesto que debian garantizarse concentraciones
minimas de COg2, rangos de exposicion luminica y el control de parametros
dinamicos como el burbujeo y la agitacion.

4.2 OBTENCION DE MICROORGANISMOS

La cepa de C. vulgaris fue suministrada por el laboratorio de Biomasa de la
Universidad Industrial de Santander (UIS), cuyo volumen inicial fue de 500 mL,
preservado en un frasco Schott Duran translucido de tapa azul.

La cepa fue conservada en un medio de cultivo Bold Basal (Ver tabla 7) y se
almaceno en el laboratorio de Tratamiento de Agua Potable de la Universidad
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Pontificia Bolivariana, seccional Bucaramanga, manteniéndose con aireacion
constante y luz artificial con una iluminancia de 4700 Lux por medio de unas
lamparas fluorescentes de luz blanca.

Tabla 7. Composicion del medio de crecimiento Bold Basal (BB).

Gomponente Solucién Stock Cantidad Concgntr_acién en
(g-Lt dH0) Usada Medio Final (M)
(1) NaNOs 25.00 10 mL
(2) CaCl,-2H.0 2.50 10 mL 2.94 x 103
(3) MgS0.-7H,0 7.50 10 mL 1.70 x 10
(4) Ko2HPO4 7.50 10 mL 3.04 x 10
(5) KH2PO4 17.50 10 mL 4.31 x 10*
(6) NaCl 2.50 10 mL 1.29 x 103
(7) Solucié_n EDTA 1 mL 4.28 x 10
Alcalina
EDTA 50.00
KOH 31.00 1.71 x 10*
8) Solucién de )
Mégto)dos Acidificada 1 mL 5.53 x 10%
FeSO,-7H,O 4.98
H2SO4 1.79 x 107
(9) Solucién de Boro 1mL 1mL
H:BO3 11.42
(10) Solucién de 1 mL 1.85 x 10
Metales Traza
ZnS04-7H0 8.82
MnClz-4H,0 1.44 3.07 x 10°
MoO3; 0.71 7.28 x 10
CuSO0O4-5H,0 1.57 4,93 x 10°
Co(NO3),-6H.0 0.49 6.29 x 106

Fuente: Bischoff & Bold (1963).
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4.3 CULTIVOY CONSERVACION DEL INOCULO

Cada resiembra se hizo con una proporcion de 200 mL de biomasa algal y 800 mL
de medio de cultivo, aunque en algunos casos se usaron frascos de 2000 mL, en
los cuales se duplicaron los volimenes mencionados. Los materiales usados fueron
previamente esterilizados, al igual que el medio de cultivo usado. Los cultivos
semilla fueron mantenidos durante la totalidad del estudio con aireacion constante
y luz artificial con una iluminancia de 4700 Lux a una distancia de 5y 10 cm, por
medio de unas lamparas fluorescentes de luz blanca, a temperatura ambiente en un
rango de 22 a 26 °C. La iluminancia se midié por medio de un luxémetro digital
EXTECH mod. 407026 con 4 tipos de iluminacién (tungsteno, fluorescente, de sodio
y de mercurio) y una precision de * 4 %, una escala de medicion de 0 a 50.000 Lux
y una tasa de muestreo de 0,4 segundos aproximadamente. Estos inéculos fueron
reservados con el fin de proporcionar biomasa en caso de ser necesaria.

El nivel de agua fue compensado con agua destilada para reponer la perdida por
evaporacion en los reactores semilla. Periédicamente se le agregd medio de cultivo
y fueron resembrados para evitar el agotamiento de nutrientes y el estrés luminico.

4.4 DISENO EXPERIMENTAL

Se implement6 un disefio factorial 32, el cual consta de dos factores, cada uno con
tres niveles. El disefio 32 se implementé con el fin de evaluar la significancia de los
factores y de cada nivel en la remocién de nutrientes y la produccién de metabolitos
de valor agregado. Los factores seleccionados fueron concentracion inicial de
biomasa en el cultivo y la concentracion inicial de nutrientes en el agua residual. Los
niveles de la concentracion de biomasa fueron 100, 400 y 600 mg/L, mientras que
los niveles elegidos para la concentracion inicial de nutrientes fueron 71,6, 49,8 y
55 mg NHs-N/L. Para éste disefio factorial las variables de respuesta o dependientes
fueron: concentracion final de biomasa en el cultivo, concentracion final de los
metabolitos de valor agregado, como lo son las proteinas, carbohidratos, lipidos y
clorofila a y b, la concentracion final de NHs-N y P-POa. Los ensayos se realizaron
por quintuplicado, con el fin de tener una mayor replicabilidad. Para el analisis
estadistico se realizdé un analisis de modelo lineal general univariado ANOVA, para
explorar la interaccion y la significancia de los diferentes niveles y factores en las
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variables de respuesta. Posteriormente se hizo un analisis lineal general de medidas
repetidas para evaluar los cambios de las variables de respuesta en el tiempo.

45 METODOS ANALITICOS

4.5.1 Determinacion de biomasa en peso seco. La metodologia usada para la
determinaciéon de la biomasa en peso seco fue una variacion de la metodologia
propuesta por Moheimani (2013), que contempla la estandarizacién del crecimiento
algal por medio de una curva de crecimiento que relaciona el crecimiento en peso
seco Yy la absorbancia de una muestra de algas de 1 cm?® por medio de una medicion
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 (nimero de células/mL). La curva se realizé por duplicado, y el
resultado es una ecuacion que determina la concentracion de las células del cultivo.
Para la determinacion de biomasa en peso seco se utilizaron filtros GF/C. Se
tomaron 1 mL de alicuota de algas en un filtro que se encontrase completamente
seco y previamente pesado y se seco el filtro con la muestra durante 1 hora a una
temperatura de 104 °C, posteriormente se llevd a desecador durante 30 minutos y
se pesO nuevamente en una balanza analitica. El proceso se realizé diariamente
durante 21 dias, durante ese mismo tiempo se tomaron mediciones diarias de
absorbancia a 500, 550, 580 y 610 nandmetros en un espectrofotbmetro Thermo
serie GENESYS 10UV. Para el calculo del peso seco se utilizé la siguiente relacion:

El peso seco (DW) = (Peso del filtro seco con la muestra) — (Peso del filtro
previamente secado).

Para evaluar el crecimiento del cultivo de microalgas se calcularon la tasa de
crecimiento y la tasa especifica de crecimiento por medio de las siguientes
ecuaciones:

, _Ln(N; —N3)
o 2—-t1

En donde N1y N2 son las densidades celulares y t1 y t2 son los tiempos.
KI

=2
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45.2 Determinacion de la produccion de clorofila. Para
la determinacion de la produccion de clorofila se siguid una variacion de la
metodologia propuesta por N.R Mohemani (2013). Se centrifugaron 10 ml de
muestra a 3600 rpm durante 10 minutos, al pellet formado en el fondo del tubo, se
le agregaron 10 mL de etanol al 100%, se puso a bafio maria por 15 minutos, se
dej6 enfriar 5 minutos y se procedio a centrifugar nuevamente la muestra a 3600
rpm por 10 minutos para remover cualquier material particulado. Posteriormente se
midio la absorbancia al sobrenadante a diferentes longitudes de onda para aplicar
las ecuaciones correspondientes. Las longitudes de onda fueron 664 nm, 647 nm,
630 nm y 691 nm en un espectrofotometro Thermo serie GENESYS 10UV. Las
ecuaciones usadas fueron:

(a) Ecuaciones de Jeffrey y Humphrey (1975):
Clorofilaa = 11,9E464 — 1,93E¢4,
Clorofila b = 20,36Eg,7 — 5,50E64
(b) Ecuaciones de Ritchie (2008) (2006):
Clorofila a = 0,0604Es3, — 4,5224E 4,7 + 13,2969Es5, — 1,7453E 49,
Clorofilab = —4,1982E3, + 25,7205E4,, — 7,4096E¢¢, — 2,7418E 0,

4.5.3 Determinacion de laproduccién de carbohidratos. Para la determinacion
del contenido de carbohidratos se realizé una variacion al método del acido fenol-
sulfurico planteado por Kochert (1978). Se us6 una solucién de glucosa como stock
de 0,1 g. L' para la curva estandar de carbohidratos, una solucién stock de fenol 50
g. L, una solucién al 1M de H2SO4 y H2SO4 concentrado.

La muestra de algas se sometié a una extraccion mediante centrifuga a 3600 rpm
por 10 minutos, al pellet resultante se le agregaron 5 mL de H2SOa4 1M, se procedia
a mezclarlo en vortex y se sometia a bafio maria durante 1 h. Posteriormente se
dejaba reposar a temperatura ambiente durante 30 minutos y se centrifugaba 3600
rpm por 10 minutos. Se extraian 2 mL de sobrenadante y se colocaban en un tubo
de vidrio resistente a acido, al cual se le agregaba 1 mL de solucion de fenol, se
agitaba por medio del vortex, se le agregaban 5 mL de H2SOa4 concentrado, se
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agitaba nuevamente con el vortex y se dejaba reposar 30 minutos hasta enfriarse.
Una vez transcurrido el tiempo se mezclaba la muestra manualmente y se procedia
a medir la absorbancia a 485 nm en un espectrofotdmetro Thermo serie GENESYS
10UV, en el cual se tenia la curva de calibracion previamente realizada con glucosa.

4.5.4 Determinacion de la produccion de lipidos. Para la determinacion de
lipidos se utilizé una modificacién del método de Bligh & Dyer (1959), el método de
extraccion usado fue la centrifuga a 3600 rpm por 10 minutos. Al pellet resultante
de la extraccion se le agreg6 5,7 mL de reactivo de Blygh & Dyer, compuesto por
metanol: cloroformo: agua desionizada en una proporcién 2:1:0,8. Posteriormente
se mezclé por medio del vortex hasta lograr resuspender la biomasa, se procedi6 a
centrifugar la muestra y el sobrenadante se transfirié a un tubo de vidrio de 20 mL,
para la segunda extraccion se tomoé el pellet de la anterior extraccion, se le agrego
de nuevo 5,7 mL de solvente y se llevé a vortex hasta que se resuspendio el
material, luego se sometid a centrifugacion la muestra bajo los mismos parametros
de la primera extraccion y el sobrenadante se almaceno en el mismo tubo de vidrio.
Los sobrenadantes se mezclaron bien mediante vortex. Se agregaron 3 mL de agua
desionizada al tubo de vidrio y se llevo a vortex, luego se agregaron 3 mL de
cloroformo al tubo de vidrio y se llevé a vértex nuevamente. La muestra se refrigeré
a 5°C durante 24 horas en la oscuridad para la fase de separaciéon. Una vez las 24
horas finalizaron se procedio a retirar la capa de etanol y agua (la fase superficial)
por medio de una pipeta Pasteur. La capa de cloroformo (fase inferior) fue
trasvasada a una caja Petri previamente llevada a peso constante. La caja Petri fue
sometida a extraccion continua mediante una cabina de extraccién hasta que la
capa de cloroformo se habia evaporado por completo dejando en la caja Petri el
contenido de lipidos. La caja Petri fue almacenada en un desecador y pesada
posteriormente en una balanza analitica. El contenido de lipidos fue determinado
por la siguiente expresion:
Lipidos (L) = Peso de la caja petri con la muestra seca
— Peso del la caja petri vacia
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4.5.5 Determinacion de nitrogeno. La determinacion del contenido de Nitrégeno
amoniacal se hizo por medio del Grow Master para el analisis de Nutrientes Hl
83225 de HANNA instruments. La metodologia seguida fue la propuesta por el
manual de instrucciones del equipo, que consiste en una adaptacion del método
Nessler, D1426-92 (Wirth & Robinson, 1933) tomado de ASTM Manual of Water and
Environmental Technology. La reaccion llevada a cabo por los reactivos A y B
tornaron la muestra de un color amarillento que luego fue medido en el equipo
mediante un diodo en una fotocelda.

Los reactivos usados fueron el reactivo A, HI 93715A-0 que es una solucion acuosa
y el reactivo B, HI 93715B-0 compuesto por hidréxido de sodio (> 5% - < 20%) y
Yoduro de Mercurio (ll) (> 2.5% - < 10%) (HANNA Instruments, 2008). La muestra
utilizada era el sobrenadante de la alicuota de alga centrifugada a 3600 rpm por 10
minutos. A la muestra diluida, se le agregaban 4 gotas de reactivo A, se agitaba, 4
gotas de reactivo B, se agitaba y se introducia en el equipo, en donde transcurrian
3 minutos y medio de reaccion antes de la lectura.

4.5.6 Determinacion de ortofosfatos. La determinacion de fosforo se hizo
mediante la medicion de los ortofosfatos presentes en las muestras por medio del
método colorimétrico del acido Vanadomolibdofosférico 4500-P C (APHA, 2005).
Para dicho procedimiento se preparé el reactivo vanadato-molibdato mediante la
mezcla de dos soluciones, una solucion (A) para la cual se disolvieron 25¢g de
molibdato de amonio, (NH4)sM07024:4H20, en 300 mL de agua destilada, una
solucién (B) para la cual se diluyeron 1,25g de metavanadato de amonio, NH4VOs3
mediante calentamiento en 300 mL de agua destilada. Se dejé enfriar y se le
agregaron 330 mL de HCI. Al mezclarse las soluciones (A) y (B) se aforaron a 1L.
Para la curva de calibracion se utilizaron disoluciones de una solucion estandar de
fosfatos, que se preparo diluyendo en agua destilada 219,5 mg de KH2PO4 anhidro
y se diluyd a 1000 mL; la concentracién de la solucién patron fue: 1 mL = 50,0 ug
PO4*-P.

La muestra utilizada era el sobrenadante de la alicuota de alga centrifugada a 3600
rpm por 10 minutos. La medicion se realiz6 tomando 35 mL de muestra a la cual se
le agregaron 10 mL de reactivo vanadato-molibdato y se aforé en un balén de 50mL
con agua destilada. Se dej6 reposar durante 10 minutos y se midid0 en el
espectrofotometro a una longitud de onda de 470nm en el espectrofotbmetro. Para
los patrones el procedimiento fue el mismo, salvo que se usaron 35 mL de solucion
de PO4%-P.
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4.5.7 Determinacion de la produccion de proteinas. Para la medicion de la
produccion de proteinas se us6 una variacion de la metodologia planteada por
Lowry et al (1951), para la cual se prepar6 el reactivo de Biuret con las siguientes
soluciones stock:

(@) Na2CO3 =200 g.L*!

(b) NaOH =40g.L*

(c) NaK Tartrato = 200 g.L*

(d) CuS04.4H20 =50 g.L*

Para la preparacion del reactivo se usaron las soluciones stock en las siguientes
proporciones: 20 mL de (a) + 20 mL de (b) + 160 mL de agua desionizada, 2 mL de
(c) + 2 mL de (d). La curva estandar de proteinas se hizo a partir de una solucion
stock de suero de albimina bovina (BSA): 2,5 mg BSA L. El procedimiento para
las soluciones patron fue igual al de la alicuota de alga, la cual se sometio a la
extraccion por centrifuga a 3600 rpm por 10 minutos (en el caso de la alicuota se
agregaron 5 mL de Biuret adicionalmente). Posteriormente se tomaron 5 mL de
reactivo de Biuret y se agregaron al tubo de ensayo con el pellet o la solucion BSA.
El tubo con la muestra se sometié a bafio maria durante 1h, posteriormente se
agregaron 0,5 mL de Folin-fenol a la muestra aun caliente mientras se mezclaba
mediante el vortex, después la muestra se sometié a un bafio de hielo durante 20
minutos y luego se dejo reposar a temperatura ambiente por 15 minutos. La muestra
luego fue centrifugada a 3600 rpm por 10 minutos y el sobrenadante fue extraido
para medirle la absorbancia a una longitud de onda de 660nm en el
espectrofotometro.
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4.5.8 Determinacion de la concentracion de nitratos. Para la determinacion de
la concentracion de nitratos se utilizé el método de proyeccion espectrofotométrica
ultravioleta 4500-NOs-B (APHA, 2005). Para el método se prepard una solucion
stock de nitrato, para la cual se sec6 nitrato de potasio (KNO3s) en un horno a 105°C
por 24 h; Se disolvieron 0,7218 g en agua hasta llevarlo a 1000 mL; 1.00 mL = 100ug
NOs™-N, con la solucion preparada se realizaron diluciones de 10 pg. Se us6 también
una solucion de HCI, 1N. Se realizaron patrones de 0 a 7 mg/L de NOs—N y se cre6
una curva de absorbancia tomando como el valor cero al agua destilada y tomando
como longitudes de onda de medida 220nm y 275nm con el fin de determinar la
interferencia debido a la materia organica disuelta. Mediante el procedimiento hasta
aqui explicado se realiza una curva, cuya ecuacion permitird conocer la
concentracion de nitratos a partir de la resta de las absorbancias. Se utilizé un
espectrofotometro UV-VIS DR5000 HACH con una celdilla de cuarzo para permitir
el paso de luz UV.
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

51 DISENO DE UN MODULO DE CULTIVO TIPO BATCH A ESCALA
LABORATORIO

El disefio se hizo tomando como base un fotobiorreactor tubular vertical, con un
dispositivo de desgaseado, sin agitacion mecénica impulsado por un soplador de
aire. La agitacion se realiz6 mediante un sistema de inyeccion de aire desde el fondo
(Ugwu, 2007).

El montaje experimental del médulo de cultivo tipo batch a evaluar contdé con
inyeccion de aire e iluminacion artificial. El CO2 fue aportado por una bomba de aire,
a su vez se posiciono un filtro de material particulado para evitar contaminacién
externa en los fotobioreactores, mientras que la luz provenia de dos lamparas
fluorescentes de 90 cm cada una ubicadas 5y 10 cm respectivamente. La inyeccion
de aire se realiz6 24 horas al dia, 7 dias a la semana, para la luz se manejaron
fotociclos de luz/oscuridad de 12/12 horas, por medio de un temporizador.

Las mediciones realizadas con el luxémetro mostraron que la iluminacién natural en
el laboratorio era muy baja, por lo cual se considerd despreciable. Los valores de
medicion del luxdbmetro reportaron un nivel de iluminacion o luminancia promedia de
4700 Lux (Im/m2) (=90 umol.quanta/m2.s) aproximadamente. Se usaron frascos
Schott Duran translicidos de tapa azul de 1000 mL (101 mm de diametro, 230 mm
de altura) para el montaje de los fotobioreactores. Los experimentos fueron
conducidos en un laboratorio a temperatura ambiente (27 + 2 °C) por 10 dias,
periodo durante el cual no recibidé ningun aporte de nutrientes adicional. En la figura
11 se presenta el diagrama esquematico del montaje experimental que se uso
durante el estudio.

Para el sistema de iluminacion se disefié una estructura en forma de arco metalico
de acero inoxidable con dos luces frias fluorescentes, como se muestra en la figura
12, con el fin de brindar la mayor cantidad de luz para que fuese absorbida por el
cultivo. La luminancia es una magnitud que expresa la densidad del flujo luminico
gue incide sobre una superficie. Para que las condiciones de iluminancia cumplieran
los requisitos del cultivo, se realizaron mediciones en la superficie del reactor.
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Figura 11. Diagrama esquemético del montaje experimental para el presente
estudio
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Se disefid un sistema de iluminacién en el cual se fijaron dos focos tipo tubo
fluorescente trifésforo lineal T8 de 30W con capacidad de 2350 Lumens (Im) de 26
mm de didmetro, 895 mm de largo, temperatura de color de 6500 (°k) exento de
radiacion UV marca OPALUX que brinda una vida nominal de 20000 horas, a un
marco de acero inoxidable. Inicialmente se manejo una altura de 15 y 25 cm con
respecto a la base, pero posteriormente se realizaron ajustes para lograr una mejor
iluminancia, por lo cual se decidié usar una altura de 5 y 10cm, como se puede ver
en la figura 13.
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Figura 12. Montaje preliminar del sistema de iluminacién

Fuente: Autor

Figura 13. Configuracion final del sistema de iluminacion en funcionamiento.

Fuente: Autor
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5.2 CRECIMIENTO DE LA BIOMASA

Para la evaluacion del crecimiento de la biomasa a través del tiempo en el estudio
se realizaron graficas de correlacion entre la concentracion de algas expresada en
su absorcién a una longitud de onda determinada vs tiempo y la concentracion de
la biomasa seca vs tiempo. El resultado de relacionar las tablas mencionadas
anteriormente fue una ecuacion que relaciono la concentracion de biomasa en peso
seco y la absorbancia, la cual fue evaluada a 4 longitudes de onda. Sin embargo se
eligié trabajar con la longitud de onda de 610 nm pues fue la que presenté un
comportamiento linealizado con una mejor constante de correlaciéon R2. En la figura
14 se muestra la curva de correlacion entre la concentracion de biomasa medida
como peso seco Yy la absorbancia a 610 nm. Como se puede apreciar, los valores
de correlacion describieron un comportamiento lineal, el cual se tom6 como base
para estandarizar los valores de absorbancia y poder relacionarlos con el
crecimiento en peso seco de los cultivos experimentales.

Figura 14. Curva de correlacion entre la concentracion de biomasa y la
absorbancia
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Fuente: autor
Como se puede observar la relacion de crecimiento vs absorbancia tiene un
comportamiento lineal, el cual se adapta a los modelos reportados anteriormente

58



por diversos autores para algas verdes (Abdel-Raoufa, 2012) (Becker, 1994) (Bold
& Wynne, 1978).

5.3 INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION INICIAL DE BIOMASA EN LA
REMOCION DE NUTRIENTES

La remocién de nutrientes se calcul6 con la siguiente ecuacion:

% R » Concentracion inicial — Concentracién final 100
o Remocion = . *
Concentracion inicial

La remocion promedio de nitrégeno y fésforo segun la concentracién inicial de
biomasa puede verse a continuacion en la tabla 8 y 9 respectivamente:

Tabla 8. Porcentaje de remocion de NHs-N segun la concentracion inicial de

biomasa
Niveles % Remocion de NHs-N Desv. ESTA
100 mg/L 78,5 8,3
400 mg/L 81,7 14,8
600 mg/L 86,2 7,4

Tabla 9. Porcentaje de remocion de ortofosfatos segun la concentracion inicial de

Fuente: autor

biomasa
Niveles % Remocion P-PO, Desv. ESTA
100 mg/L 56,3 17,6
400 mg/L 43,9 11,4
600 mg/L 38,8 12,5

Fuente: autor
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Como se puede observar en la tabla 8, la mejor remocion de NHs-N se obtuvo a 600
mg/L de biomasa inicial en peso seco, lo cual nos indica que la remocion de
nitrégeno estuvo ligada con los requerimientos nutricionales por parte del alga para
su sustento, pues al ser mayor la densidad de algas en el cultivo fue mayor la
actividad fotosintética. La tabla 9 muestra una remocion de ortofosfatos superior en
los biorreactores que tenian una concentracion inicial de 100 mg/L de biomasa seca,
es decir que los porcentajes de remocion de ortofosfatos fueron inversamente
proporcionales a la concentracion de biomasa inicial, a diferencia del nitrogeno que
es directamente proporcional. El comportamiento de la concentracion de nitrégeno
y ortofosfatos con relacion a la concentracién inicial de biomasa se estudiara mas
adelante en éste capitulo.

En la figura 15 se presenta la dindmica de crecimiento de la biomasa en el agua
residual a diferentes concentraciones de biomasa inicial.

Figura 15. Comportamiento de la concentracion de Biomasa a diferentes
concentraciones iniciales de biomasa
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Fuente: Autor

Como se puede observar, todas las concentraciones siguen el mismo patron de
crecimiento con una tendencia lineal. Las concentraciones iniciales tienen relacion
directa con las concentraciones finales en los fotobiorreactores después de 10 dias,
lo cual se puede confirmar con el ANOVA presentado en el anexo A, el cual muestra
que todos los factores (biomasa, nutrientes y la interaccién biomasa*nutrientes)
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tienen una significancia alta (p<0,05). A continuacion, en la tabla 10, se presentan
los resultados de la tasa de crecimiento en el cultivo a diferentes concentraciones
iniciales de biomasa, con el fin de poder apreciar la diferencia en el crecimiento de
las microalgas en relacién con su concentracion inicial.

Tabla 10. Tasas de crecimiento en el cultivo a diferentes concentraciones iniciales

de biomasa
Concentracién K promedio i Promedio T gen Promedio
Mg/L
100 0,10 0,14 4,78
400 0,06 0,08 7,77
600 0,04 0,06 10,11

Fuente: Autor

La constante de crecimiento promedio fue mayor en la concentracion de 100 mg/L,
la cual es la menor concentracion inicial de biomasa; la tasa de crecimiento
especifico también fue mayor y por tanto el tiempo de generacion fue menor. Todo
estos resultados apuntan a una menor competencia entre los individuos,
permitiendo aumentar la actividad metabdlica y facilitando el crecimiento, es decir,
el crecimiento especifico del alga es inversamente proporcional a la concentracion
inicial de biomasa en el fotobiorreactor

Los niveles iniciales de amonio encontrados en el agua residual fueron altos en
comparacién con otros experimentos que se llevaron a con otras aguas residuales
domésticas (Zhijie, 2013, Changfu, 2012, Ruiz Martinez, 2012), debido las
caracteristicas del agua residual y a la conversion de nitrdgeno organico en el
tratamiento secundario (Travieso, 2002). El agua residual usada es un agua
institucional proveniente de una universidad con horario diurno, cuyo mayor aporte
se deriva de las baterias de bafios (e inodoros), lo cual hace que los niveles de
amonio en el agua sean mayores que en un agua domestica tipica.

En la figura 16 puede observarse el comportamiento de la concentracion de NHs-N
en el agua residual a diferentes concentraciones de biomasa inicial, en la cual se
aprecia que el comportamiento de la concentracion de nitrdgeno es similar para
todas las concentraciones iniciales de biomasa, sin diferencias resaltables.
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Figura 16. Concentracion de nitrdgeno amoniacal a diferentes concentraciones
iniciales de biomasa
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Fuente: Autor

5.3.1 Influencia de la concentracion inicial de biomasa en la remocion de
nitrégeno. El nitrégeno es un macronutriente importante para la producciéon de
biomasa, se ha estimado que representa entre el 1 al 10% del peso seco de la
microalga (Becker, 1994), por ende hay una relacion directa entre la cantidad de
biomasa y la remocién de nitrégeno y de la remocién de nitrégeno y la cantidad de
nitrdgeno disponible. Sin embargo, se puede apreciar en la anexo B que la biomasa
inicial no posee significancia en la remocion de nitrégeno (P>0,05), lo cual
concuerda con lo dicho por L. Barsanti (2006), quien report6 que las microalgas que
encuentran aun en etapa de adaptacion se somete a cambios metabdlicos, durante
los cuales la asimilacion de nutrientes, division celular y crecimiento algal pueden
verse afectados por los niveles de nitrdgeno en el medio, ya que los altos niveles de
amonio pueden ser toxicos para el alga restringiendo la fotosintesis y la produccion
de oxigeno (Pearson, 1992). Debido a ello, la biomasa resulta un factor significante
desde el segundo dia y hasta el cuarto dia solamente, momento después del cual
los niveles de nutrientes han disminuido hasta concentraciones en las que las algas
deben someterse a un mayor estrés para lograr asimilarlo, lo cual hace que la
biomasa ya no tenga significancia (p<0,05) para los dias posteriores.
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5.3.2 Influencia de la concentracion inicial de biomasa en la remocion de
ortofosfatos. Elfdsforo es un nutriente esencial para el crecimiento algal, asi como
para muchos procesos celulares como la sintesis de acidos nucleicos y la
transferencia de energia (Chen, 2011). En un ambiente sin fésforo las microalgas
no pueden reproducirse, asimismo la produccion de biomasa se ve beneficiada por
concentraciones de ortofosfatos moderadamente altas, siempre y cuando no se
llegue a los limites téxicos para el alga, los cuales varian de especie a especie
(Barsanti, 2006). Debido a ello todos los factores tuvieron significancia (p<0,05),
como puede apreciarse en el anexo C, lo cual quiere decir que la remocion de
ortofosfatos en el agua estuvo determinada por la concentracion inicial de biomasa,
la concentracion inicial de NHs3-N y la relacidn entre biomasa y nutrientes durante la
duracion total del experimento.

La figura 17 muestra el cambio en la concentracion de ortofosfatos con el tiempo.
Se puede observar que en el dia 4 hubo un cambio en la pendiente, lo cual sugiere
que a partir de éste dia los ortofosfatos fueron fijados por el alga a una menor
velocidad, lo cual se asemeja a lo reportado por Lloyd et al (2003).

La remocion de ortofosfatos lograda no fue alta, de ahi que se registraran niveles
de salida altos si se comparan con la remocion de nitrégeno. El aumento en la
acumulacion de ortofosfatos en la célula se logra mediante un mecanismo que se
activa al someter la célula a estrés de nutrientes (Kaplan, 1986). Las algas usadas
en este estudio no se encontraban en condicion de escases de nutrientes, debido a
ello la remocion no alcanzo6 niveles mas altos, por o que se esperarian mejores
resultados bajo periodos con cantidades minimas de nutrientes previos (Riegman,
2000), lo cual podria ser efectivo para evitar la colmatacién de nutrientes en el alga.
Las algas tienen la habilidad de fijar una cantidad mayor al fé6sforo que necesitan
para sus actividades metabdlicas. Sin embargo, en éste estudio no se lograron esos
niveles de remocion debido a las relativamente altas concentraciones de fésforo en
el efluente anaerobio y a las relaciones N:P, lo cual cuerda con lo reportado por (Xu,
2014).
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Figura 17. Concentracion de ortofosfatos en agua residual a diferentes
concentraciones iniciales de biomasa
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Fuente: Autor

5.4 INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION INICIAL DE NITROGENO EN LA
REMOCION DE NUTRIENTES

A continuacién se muestran las tablas 11 y 12 en donde se presentan los
porcentajes de remocion de nitrdgeno amoniacal y ortofosfatos respectivamente,
segun la concentracion inicial de NHs-N:

Tabla 11. Porcentaje de remocion de NHs-N segun la concentracion inicial de

nutrientes
Niveles 71,6 mg/L 49,8 mg/L 55,6 mg/L
% Remocion de
NH,-N 71,3 83,9 91,2
Desv. ESTA 6,3 6,1 3,3

Fuente: Autor
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Tabla 12. Porcentaje de remocion de P-PO4 segun la concentracion inicial de

nutrientes
Niveles 71,6 mg/L 49,8 mg/L 55,6 mg/L
% Remocion de
e 33,3 53,0 52,7
Desv. ESTA 3,7 20,3 6,1

Fuente: Autor

Como se puede observar, el porcentaje de remocion de nitrdgeno es mayor en la
concentracion media, lo cual nos indica que posiblemente bajo dicha concentracion
se haya presentado una adaptacidon mas rapida de las algas. Sin embargo, en
cuanto a la remocién de fosforo se puede observar que la remocion mas alta se
logré en la concentracion inicial de NHs-N mas baja, contrario a lo esperado ya que
a mayor concentracion de N mayor es la remocién de P (Beuckels, 2015).

5.4.1 Influencia de la concentracién inicial de nutrientes en la remocién de
nitrégeno. Para la determinacion de la influencia de la concentracion inicial de
nutrientes en la remocion de nitrégeno se tomd en cuenta como variable de
respuesta la concentracion de NHs-N a través del tiempo. Sin embargo, para la
concentracion inicial de nutrientes solo se hara referencia al nitrégeno puesto que
tuvo mayor variabilidad y un comportamiento mas constante que el fosforo. En la
figura 18 se presenta el comportamiento del nitrgeno amoniacal teniendo en cuenta
los valores iniciales de nitrégeno.

Las microalgas tienen una relaciénde nutrientes que fue estimado por Redfield
(1958) para algas de agua salada, el cual fue de 106:16:1 C:N:P expresado en
moles. Sin embargo, las relaciones para algas de agua dulce son variables y pueden
verse afectados por el aporte de los nutrientes en el medio. Las microalgas tienen
la capacidad de modificar su contenido de nitrogeno y fosforo para ajustarse a las
condiciones del ambiente, logrando una concentracién alta cuando los nutrientes
del medio son altos y baja cuando dichos nutrientes empiezan a decaer (Geider,
2002).
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Figura 18. Concentracion de nitrégeno amoniacal a diferentes concentraciones
iniciales de nitrogeno
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La concenctracién de nitrdgeno en el presente estudio estuvo definida por la
concentracion inicial de nitrogeno amoniacal en el medio, lo cual puede
comprobarse con una factor de significancia (p<0,05) para todos los dias del
experimento, lo cual concuerda con lo reportado por Beuckels (2015). La remocién
de nitr6geno depende de la cantidad de nutrientes en la biomasa de la microalga,
gue a su vez depende de la cantidad de nutrientes que se tengan disponibles en el
medio de cultivo.

Una forma de evaluar indirectamente la fijacion de nitrdgeno en la biomasa del alga
es por medio del seguimiento de la concentracién de nitratos. Los nitratos son un
compuesto quimico que puede ser transformado por organismos quimiolitotrofos
como Nitresomonas y Nitrobacter, a partir de nitrdgeno amoniacal o nitritos
(Lolmede, 2000); a partir del medicion de los nitratos se puede tener un panorama
claro de la fijacion de nitrogeno, al poder medir la transformacién de nitrégeno que
se pueda llevar a cabo por las bacterias previamente mencionadas. Como se puede
ver en lafigura 19, la concentracion de nitratos disminuy6 en el tiempo, lo cual quiere
decir que el proceso de fijacion de nitrégeno en la biomasa algal se esta llevando a
cabo. Otra manera de comprobarlo es por el aumento en la concentracion de
proteinas al interior del alga, la cual sera explorada mas adelante.
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Se puede observar que solo la concentracién de 71,6 mg/L de NHs-N aumento del
dia cero al dia dos, posteriormente disminuyendo su concentracion. Lo anterior se
debe a que hasta el dia 2 las algas no estaban fijando el nitrégeno sino
transformando el nitrégeno del medio en nitratos debido a su abundancia y luego
empezo6 el proceso de fijacion cuando la concentracion de NHs-N comenzé a
disminuir, permitiendo al alga fijarlo en su biomasa en forma de proteinas
principalmente. Luego del segundo dia se produce una disminucion de la
concentracion de nitratos en todos los fotobiorreactores, observandose un leve
aumento el dia 6, en los reactores correspondientes a las concentraciones iniciales
maés bajas, volviendo a decaer posteriormente. Este pico de produccién se debe a
un cambio en la actividad metabdlica debido a que los niveles de nutrientes
decayeron hasta el punto en que el nitrégeno se volvié el nutriente limitante.

Figura 19. Concentracion de nitratos a diferentes concentraciones iniciales de
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Fuente: Autor
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5.4.2 Influencia de la concentracioén inicial de nutrientes en la remocion de
fosforo Para la remocién simultanea de nitrégeno y fosforo es necesario que la
microalga ajuste las concentraciones internas de N y P que componen su biomasa
con las concentraciones que se suministran en el sustrato, en este caso el agua
residual, como lo afirma Beuckels et al (2015). La concentracion de fosforo en la
microalga es del 0,03% al 3% en peso seco (Reynolds, 2006). A continuacion se
puede observar en la figura 20 el comportamiento de la concentracion de
ortofosfatos a diferentes concentraciones iniciales de nitrogeno.

Figura 20. Concentracion de ortofosfatos a diferentes concentraciones iniciales de
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Fuente: Autor

Como se puede observar, las relaciones de nitrégeno y fésforo no fueron constantes
pues la mayor concentracion inicial de nitrégeno tuvo la menor concentracion de
inicial ortofosfatos, y la menor concentracion inicial de nitrégeno tuvo la mayor
concentracion inicial de ortofosfatos. Sin embargo, en cada una de las
concentraciones iniciales de nitrégeno hubo remocion de ortofosfatos. La remocién
se vio afectada por la concentracién inicial de nitrdgeno segun la significancia de los
datos, con una significancia (p<0,05) para cada uno de los factores (nitrdgeno,
biomasa y la interaccidn nitrégeno*biomasa). ElI comportamiento de la
concentracion de ortofosfatos en el tiempo revelan un punto de saturacion de las
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algas, luego del cual la produccion de ortofosfatos fue mayor que la fijacion del
mismo, de nuevo concordando con lo reportado por Lloyd et al (2003).

5.4.3 Influencia de la concentracion inicial de NHs-N sobre la biomasa. La
concentracion inicial de nutrientes puede influir tanto positiva como negativamente
en el crecimiento algal, pues si bien es una fuente de nutrientes, niveles altos de
nitrogeno pueden ser téxicos para las microalgas (Barsanti, 2006) causando asi
problemas en su metabolismo. En la figura 21 muestra el comportamiento de la
biomasa algal dependiendo de la concentracién inicial de nitrégeno amoniacal.

Figura 21. Concentracién de microalgas segun la concentracion inicial de NH3-N
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Fuente: Autor

Como puede notarse, en este caso la concentracion inicial de nutrientes no fue lo
suficientemente alta para llegar a los umbrales de toxicidad (Becker, 1994), por lo
gue desde el dia uno empezaron a reproducirse las algas, sin presentarse una fase
de aclimatacion prolongada. Asi mismo no se logroé llegar a un estado de escases
de nutrientes lo suficientemente prolongado para observar un cambio en el
metabolismo seguido de una disminucién en la poblacion de algas.

En éste caso no se presentd una diferencia clara entre las tendencias de crecimiento
de la biomasa algal a las concentraciones iniciales de nitrégeno, lo cual nos lleva a
pensar que para poder observar diferencias mas significativas hay que tomar
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concentraciones nitrdgeno inicial mas altas y méas bajas, para poder explorar el
rango de adaptacion de la especie Chlorella vulgaris.

5.5 PRODUCCION DE METABOLITOS DE VALOR AGREGADO

La produccién de metabolitos de valor agregado a partir de la biomasa de microalga
ha sido ampliamente estudiada debido a que ellos constituyen una forma de
amortizacion de costos asociados a los tratamientos de agua residual (Barsanti,
2006). Como se plante6 en la metodologia, el presente estudio tuvo en cuenta la
produccion de proteinas, carbohidratos, lipidos, clorofila a y clorofila b.

5.5.1 Produccion de proteinas. Las algas constituyen una importante fuente
alimenticia que se ha venido explorando debido a su potencial nutricional, el cual se
basa en el aporte de proteina, vitaminas, carbohidratos y acidos grasos, que la
convierten en un alimento apto para el consumo de animales y seres humanos. En
la figura 22, se presenta el comportamiento de la concentracion de proteinas en el
cultivo a diferentes concentraciones de biomasa inicial.

Figura 22. Concentracion de proteinas en el cultivo a través del tiempo a
diferentes concentraciones iniciales de biomasa
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Fuente: Autor
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Como se puede observar, la concentracion de proteinas tendié a aumentar en todos
los casos, alcanzando su mayor tendencia con la menor concentracion inicial de
biomasa y viceversa. Lo anterior se debe a la competencia entre algas por el
sustrato, pues la concentracion de nitrdgeno en el cultivo determina la sintesis de
proteinas como lo reportan Beuckels et al (Beuckels, 2015). La produccion de
proteinas también refleja la incorporacion de nitrégeno a la biomasa del alga, el cual
tiende a disminuir, lo cual corrobora los resultados anteriores de la remocion de
nitrégeno y la disminucion de los nitratos en el medio, afirmando que un alto
contenido de nitrégeno contribuye a la sintesis de proteinas.

En la figura 23 se puede observar el comportamiento de la concentracion de
proteinas en el cultivo a diferentes concentraciones iniciales de nitrogeno
amoniacal. La produccion de proteinas aument6 en todos los casos, siendo mayor
cuando tenia mas disponibilidad de nutrientes, lo cual respalda lo encontrado por el
analisis ANOVA gue mostré una significancia (p<0,05) en cada uno de los factores
(nutrientes, biomasa y la interaccion biomasa*nutrientes) para las proteinas, es decir
gue cada factor tuvo una relacion directa con la produccién de proteinas, lo cual
concuerda con lo reportado previamente por Moheimani et al. (Moheimani, 2013).
Hay que tener en cuenta que en los cultivos no necesariamente se encontraba la
misma concentracion inicial de proteinas por los regimenes de nutricidn que tuvieron
las algas y por la composicion biolégica del agua residual.
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Figura 23. Concentracion de proteinas en el cultivo a través del tiempo a
diferentes concentraciones iniciales de nitrégeno amoniacal
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Fuente: Autor

5.5.2 Produccion de Lipidos. La produccion de lipidos en la produccion de
microalgas ha sido estudiada ampliamente debido a su aplicacién en la industria de
los hidrocarburos. Existen dos clases de lipidos en las microalgas: los lipidos no
polares y los lipidos polares, los cuales pueden llegar a constituir entre el 20% vy el
50% del peso seco de la biomasa algal (Moheimani, 2013). En la figura 24 se
muestra la produccion de lipidos a través del tiempo a diferentes concentraciones
iniciales de biomasa.
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Figura 24. Concentracion de lipidos en el cultivo a través del tiempo a diferentes
concentraciones iniciales de biomasa
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Como puede observarse, los valores de la concentracion de lipidos fluctian
bastante, en los cuales los valores iniciales de lipidos no estan determinados por la
concentracion de biomasa, sin embargo la biomasa si tiene una relacion directa con
la produccién de lipidos, con una significancia (p<0,05).

Al pasar los dias la produccion de lipidos aumenté mas en la concentracion de
biomasa inicial mas alta, no obstante en la curva de 400 mg/L y 600 mg/L de
biomasa algal las concentraciones finales de lipidos fueron iguales. Para poder
tener una mejor perspectiva de los fendbmenos ocurridos se presenta a continuacion,
en la figura 25, el comportamiento de la concentracion de lipidos en el cultivo a
diferentes concentraciones iniciales de nitrégeno.
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Figura 25.Concentracion de lipidos en el cultivo a través del tiempo a diferentes
concentraciones iniciales de nitrdgeno amoniacal
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Fuente: Autor

Se puede observar que diferentes concentraciones iniciales de NHs-N
correspondieron a diferentes concentraciones de lipidos en las microalgas,
corroborando su significancia (p<0,05), lo que en primera instancia contradice lo
reportado por otros autores, que indican que la abundancia de nitrégeno permite
gue sustancias como las proteinas y los pigmentos fotosintéticos aumenten, pero
gue sustancias como los lipidos y los carbohidratos no se sinteticen con la misma
facilidad (Beuckels, 2015). No obstante, hay que tener en cuenta que las algas con
las que se realizaron los experimentos no se encontraban previamente bajo las
mismas condiciones; los experimentos se hicieron por separado y cada uno de los
experimentos a diferentes concentraciones iniciales de nitrdbgeno amoniacal se
realizaron en diferentes fechas, lo cual quiere decir que estaban sometidas a
diferentes regimenes alimenticios, encontrandose algunas bajo escases de
nutrientes y otras en abundancia de ellos, lo que alter6 radicalmente la produccion
de lipidos y carbohidratos los dias siguientes. Sin embargo en todos los casos se
observa una tendencia al aumento cuando los nutrientes empiezan a escasear, o
que ratifica lo reportado por otros autores (Barsanti, 2006) (Moheimani, 2013)
(Becker, 1994).
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5.5.3 Produccion de carbohidratos. La producciéon de carbohidratos en el
presente estudio estuvo relacionada directamente con la concentracion inicial de
biomasa y la concentracion inicial de nutrientes, con una significancia (p<0,05) en
los factores nutrientes y biomasa, sin embargo no fue significativo en la interaccién
biomasa*nutrientes. Para poder apreciar dichas interacciones se presentan los
comportamientos de las concentraciones de carbohidratos en las figuras 26 y 27.

Figura 26. Concentracion de carbohidratos en el cultivo a través del tiempo a
diferentes concentraciones iniciales de biomasa
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Fuente: Autor

Los niveles iniciales de biomasa determinaron la concentracién de carbohidratos en
cada uno de los biorreactores, comprobandose con una significancia (p<0,05).
La concentracion de biomasa esta relacionada con la tendencia a aumentar en los
carbohidratos, lo cual nos permite saber que el contenido celular de carbohidratos
tiende a tener un crecimiento constante y no existe un crecimiento acelerado que
pueda indicar un cambio en la tasa de fijacion de metabolitos con alto contenido de
carbono, es decir que la biomasa no estuvo en condiciones de escases de nutrientes
durante los 10 dias de estudio.
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La figura 27 muestra el comportamiento de la concentracion de carbohidratos en el
tiempo teniendo en cuenta las concentraciones iniciales de nitrdgeno amoniacal.
Las curvas resultantes no parecen tener un comportamiento definido mas alla de
gue todas tienen una tendencia al crecimiento. Una tendencia poco clara al
crecimiento contradice lo propuesto por otros autores que reportan que la
disponibilidad de N y P determina la composicién bioquimica de las microalgas No
obstante, si el cultivo hubiese permanecido mas tiempo, los carbohidratos hubiesen
comenzado a aumentar ya que cuando se limitan los nutrientes, las microalgas
tienden a acumular metabolitos ricos en carbono como los carbohidratos y los
lipidos (Gonzalez-Fernandez, 2012), por ello se tiene certeza de que las condiciones
previas al experimento fueron diferentes en los 3 casos y que el contenido de
carbohidratos en el agua residual fue diferente también.

Figura 27. Concentracidon de carbohidratos en el cultivo a través del tiempo a
diferentes concentraciones iniciales de nitrégeno amoniacal
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Fuente: Autor
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5.5.4 Produccion de clorofilaay b. La produccion de clorofila es derivada de la
actividad fotosintética del alga, por ésta razon esta ligada a la biomasa presente y
es sensible a la concentracion celular y a la irradiancia promedio (McGriff, 1972). La
irradiancia se mantuvo constante en el estudio, entonces los cambios de
concentracion de la clorofila se debieron a la concentracion inicial de biomasa
sembrada, lo cual se comprueba con una significancia (p<0,05) tanto para clorofila
a como clorofila b en el factor biomasa. El comportamiento de la concentracion de
clorofila ay b se pude ver en las figuras 28 y 29, respectivamente:

Figura 28. Concentracion de clorofila a en el cultivo a través del tiempo a
diferentes concentraciones iniciales de biomasa
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Fuente: Autor

Los comportamientos de la concentracion de clorofila a y b son muy similares, pero
las magnitudes de las concentraciones de la clorofila a son mayores que las b, como
ocurre normalmente en las algas verdes (Barsanti, 2006). Se puede observar que
la tendencia de la clorofila fue a aumentar, sin embargo, no es posible asegurar que
las condiciones del estudio fueron adecuadas o si la irradiancia a la cual se sometio
fue la irradiancia 6ptima (OCD, en células™), en la cual se presentan los mayores
picos de productividad y eficiencia fotosintética (Moheimani, 2013). La irradiancia
optima es una magnitud que depende de la especie del alga, la irradiancia a la que
se someta y la temperatura, si se desease hallar dicha irradiancia habria que hacer
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una curva de temperatura y otra de irradiancia con el alga que se desee (Sukenik
A, 1991).

Figura 29. Concentracion de clorofila b en el cultivo a través del tiempo a
diferentes concentraciones iniciales de biomasa

Concentracion de Clorofila b
mg/L

0 2 4 6 8 10 12
DiAS
100 mg/L 400 mg/L 600 mg/L

Fuente: Autor

Estadisticamente, tanto en la clorofila a como en la clorofila b fue significante
(p<0,05) el factor concentracion inicial de nutrientes. La significancia en éste factor
se debe a que las algas que tienen mayor disponibilidad de nutrientes, es decir las
que menos competencia tuvieron, en este caso la concentracion menor, pudieron
aumentar el nimero de su colonia mas facilmente, lo cual modificé la irradiancia
promedio afectando también la produccion de clorofilas a y b.
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6 CONCLUSIONES

Se realiz6 el disefio y puesta en marcha de un mddulo de cultivo con
fotobiorreactores tubulares verticales tipo batch a escala laboratorio, con una
cepa de Chlorella vulgaris, que contd con un sistema de bombeo de aire que
constituyo la fuente de CO2 y aporto la agitacion. Adicionalmente, conté con
un sistema de desgaseado, para evitar la concentracion de gases al interior
del reactor. El reactor tuvo una iluminancia promedio de 4700 Lux (Im/m2)
(=90 umol.quanta/m?2.s) aportado por dos luces frias fluorescentes, sin aporte
de radiacibn UV no cuantificable y no tuvo aporte luminico de fuentes
naturales. El fotoperiodo utilizado fue de 12/12 horas, controlado por medio
de un temporizador.

La concentracion inicial de biomasa influy6 positivamente en la remocién de
nitrégeno, siendo la concentracion de 600 mg/l la de mayor remocién con un
porcentaje promedio de 86,2% * 7,4. No obstante, todas los porcentajes de
remocion fueron superiores a 78% = 8,3. La concentracion inicial de biomasa
influyé negativamente en la remocion de ortofosfatos, debido a que los
ortofosfatos se produjeron a una tasa cercana a la tasa de remocion, lo cual
se manifestd en que mayores concentraciones de biomasa estuvieron
relacionadas con mayores concentraciones de ortofosfatos y la mejor
remocion se logré a una concentracion inicial de 100 mg de biomasa/L, con
un porcentaje de remocion de 56,3% + 17,6. Se encontr6 que el crecimiento
especifico fue inversamente proporcional a la concentracion inicial de
biomasa, siendo las de 100 mg/L las que menor tiempo de generacion
presentaron.

La concentracion inicial de nutrientes influy6 positivamente en el crecimiento
de la biomasa, siendo la concentracion de 71,6 mg/L la de mayor produccion
algal. En cuanto a la remocion de ortofosfatos, la concentracién inicial de
nitrdgeno amoniacal fue inversamente proporcional a la remocion de fosfatos,
siendo mejores las remociones obtenidas a una concentracion inicial de 49,8
mg NHs-N/L, con una remocion de 53% + 6,1. La mejor remocién de nitrdgeno
se presentd a una concentracion inicial de 55,6 mg NHs-N/L con una
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remocion de 91,2% + 3,3; no obstante todas las remociones fueron mayores
al 71%.

La produccion de metabolitos de valor agregado fue positiva, las
concentraciones de proteinas y clorofilas aumentaron a medida que
transcurrio el tiempo, sin embargo los carbohidratos y lipidos no tuvieron una
clara tendencia debido a las condiciones en las que se encontraban previas
al experimento. No obstante, los metabolitos de valor agregado demostraron
ser un campo en el cual es posible realizar nuevas investigaciones y generar
nuevas técnicas de produccién y cultivo con el fin de llevarlo a una mayor
escala.
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7 RECOMENDACIONES

Para futuros estudios variar las condiciones iniciales de biomasa con el fin de
conocer el efecto de mayores concentraciones de biomasa en la remocién
de nutrientes y en la produccién de metabolitos de valor agregado a una
mayor escala.

Se debe tener en cuenta la administracion de nutrientes al cultivo en los dias
previos al inicio de los experimentos con el fin de obtener un comportamiento
mas homogéneo durante el cultivo experimental.

Hay que evaluar la remocién de N y P con otras microalgas con el fin de
poder realizar un estudio comparativo, asi como evaluar los metabolitos de
dichas algas, con el fin de detectar posibles usos para su implementacion
biotecnoldgica.

Es necesario estudiar mas a fondo la relacion entre los escases de nutrientes
y la posterior remocion de nitrogeno y fésforo.

Se sugiere que si se desean llevar a cabo otros estudios en los que se
pretenda obtener una mayor produccion de lipidos y carbohidratos se debe
someter el alga a una fase previa de escases de nitrégeno.

Se debe realizar un estudio en el que se evalle la relacion entre los niveles
de intensidad/fotoperiodos y la actividad fotosintética, lo cual repercutira en
la remocion de nutrientes.

Se aconseja tener en cuenta que los radios C:N:P permanezcan constantes
en caso de querer evaluar la forma de aumentar la produccién de metabolitos
de manera independiente a la concentracion de nutrientes.
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9 ANEXOS

Anexo A. Resultados ANOVA de la concentracion de biomasa a través de los dias

Crecimientol

Crecimiento2

Crecimiento3

Crecimiento4

Crecimiento5

Crecimiento6

VARIABLES Coef SIGN Coef SIGN Coef S’I\IG Coef S'I\IG Coef SIGN Coef SIGN
MODELO CORREGIDO 536553,300a 73EZ 11953;1’512 82% 1188059,825a Zzli 1107923,829a 0 924053,240a 0 1259684,941a 0
z 3E- 3E- 6E-
INTERSECCION 2310771,49 47 2748212,1 39 3633231,67 37 4736284,1 0 5599628,3 0 8054617,7 0
9E- 9E- 1E-
BIOMASA 522521,552 35 903114,01 30 920917,19 25 855533,58 0 663069,17 0 820983,84 0
8E- 9E- 1E-
NUTRIENTES 6244,54127 06 132175,9 16 56164,0343 07 45465,215 0 79139,544 0 249545 ,54 0
1E- 8E- TE-
BIOMASA*NUTRIENTES 7787,20702 05 160021,6 16 210978,6 14 206925,04 0 181844,53 0 189155,56 0
ERROR 6788,67203 22554,639 39817,7678 132641,74 125754,11 94963,744
TOTAL CORREGIDO 543341,972 1217866,2 1227877,59 1240565,6 1049807,4 1354648,7
R2 0,988 0,981 0,968 0,893 0,88 0,93
R2 AJUSTADA 0,985 0,977 0,96 0,869 0,854 0,914

Fuente: Autor




Anexo B. Resultados ANOVA de la concentracién de nitrégeno a través de los dias

Concentracion Concentracién N2 Concentracion Concentracion Concentracion Concentracion
N1 N3 N4 N5 N6

VARIABLES Coef. SIGN Coef. SIGN Coef. S’I\IG Coef. S’I\IG Coef. SCI;N Coef. S’I\IG
3482,711

MODELO CORREGIDO - 0,000 3788,7112 ,000 3025,5112 ,000 | 3259,911% | ,000 | 3559,200? ,000 | 2567,6442 ,000
. 161760,0

INTERSECCION 89 0,000 67900,089 ,000 29388,889 | ,000 | 15980,089 | ,000 | 10215,200 | ,000 5555,556 ,000

BIOMASA 104,844 0,084 389,911 ,007 541,111 ,010 279,511 ,065 244,133 ,079 212,578 ,055

NUTRIENTES 3109,644 0,000 2547,511 ,000 2113,378 ,000 2609,244 ,000 2899,200 ,000 2042,978 ,000

BIOMASA*NUTRIENTES | 268,222 0,019 851,289 ,001 371,022 ,148 371,156 121 415,867 ,075 312,089 ,076

ERROR 711,2 1213,200 1845,600 1702,000 1611,600 1212,800
TOTAL 165954 72902,000 34260,000 20942,000 15386,000 9336,000
TOTAL CORREGIDO 4193,911 5001,911 4871,111 4961,911 5170,800 3780,444
R2 0,830 0,757 0,621 0,657 0,688 0,679
R2 AJUSTADA 0,793 0,704 0,537 0,581 0,619 0,608

Fuente: Autor




Anexo C. Resultados ANOVA de la concentracion de fésforo a través de los dias

Ortofosfatos 1 Ortofosfatos 2 Ortofosfatos 3 Ortofosfatos 4 Ortofosfatos 5 Ortofosfatos 6
VARIABLES Coef. SIGN Coef SIGN Coef SIGN Coef. SIGN Coef. SING Coef. SIGN
1093,838
MODELO CORREGIDO | 2000,0802 | ,000 2517,6142 ,000 876,3472 | ,000 1455,2772 ,000 1217,4812 ,000 o ,000
INTERSECCION 25799,660 | ,000 10652,097 ,000 | 7463,960 | ,000 9525,390 ,000 7948,776 ,000 | 7322,123 | ,000
BIOMASA 842,407 ,000 873,554 ,000 579,172 ,000 942,422 ,000 559,167 ,000 695,786 ,000
NUTRIENTES 913,895 ,000 994,469 ,000 170,327 ,000 290,351 ,000 246,823 ,000 69,634 ,002
*
Ul gUTRIENTE 243,779 ,000 649,592 ,000 126,848 ,000 222,504 ,000 411,490 ,000 328,417 ,000
ERROR 225,302 147,371 144,596 97,029 234,738 167,335
TOTAL 28025,042 13317,083 8484,903 11077,696 9400,995 8583,296
TOTAL CORREGIDO 2225,382 2664,986 1020,943 1552,306 1452,220 1261,173
R2 0,899 0,945 0,858 0,937 0,838 0,867
R2 AJUSTADA 0,876 0,932 0,827 0,924 0,802 0,838

Fuente: Autor




Anexo D. Resultados ANOVA de la concentracion de nitratos a través de los dias

Nitratos1 Nitratos2 Nitratos3 Nitratos4 Nitratos5 Nitratos6
VARIABLES Coef. SIGN Coef. SIGN Coef. SIGN Coef. SIGN Coef. SIGN Coef. SIGN
MODELO CORREGIDO 300,3822 ,000 127,505 ,000 39,6682 ,000 104,9372 ,000 | 49,8392 | ,000 31,7492 ,040
INTERSECCION 3526,312 ,000 3337,594 ,000 | 1642,495 | ,000 1463,115 ,000 | 861,428 | ,000 | 885,961 ,000
BIOMASA 6,328 ,000 ,262 , 786 1,193 117 15,270 ,015 40,429 ,000 22,920 ,003
NUTRIENTES 293,309 ,000 117,688 ,000 30,132 ,000 82,734 ,000 8,422 ,033 2,961 429
BIOMASA*NUTRIENTES , 745 ,552 9,555 ,005 8,344 ,000 6,932 ,381 ,989 ,925 5,868 497
ERROR 8,712 19,455 9,411 57,795 40,167 61,449
TOTAL 3835,406 3484,554 1691,574 1625,847 951,434 979,160
TOTAL CORREGIDO 309,094 146,960 49,079 162,732 90,006 93,199
R2 0,972 0,868 0,808 0,645 0,554 0,341
R2 AJUSTADA 0,966 0,838 0,766 0,566 0,455 0,194
Fuente: Autor




