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l. RESUMEN 

se establecieron las condiciones adecuadas para 

ínmovil izar f ilarnentos de Ypi-1.uli.na ma.r.<.ma en ac. 

poligalacturónico (APG), alginato de sodio, agar y 

kappa-carragenina, utilizando configuraciones de esferas y discos, 

para llevar a cabo un tratamiento terciario de residual porcino 

natural digerido aeróbicamente en concentraciones de 25 y 50 \ 

(' I v>. 
Se utilizó un in6culo de 2g/l (base h\imeda) y una 

concentración de cloruro de calcio de 0.1 M como solución 

precipitante, para APG y alginato de sodio; con respecto a la 

kappa-carragenina se utilizó el mismo inóculo y una solución de 

cloruro de potasio o.J H. 

El tratamiento terciario que realizaron estos sistemas 

inmovilizados 

N-amoniacal y 

utilizó agar, 

(soporte-células) se evaluó mediante la·remoci6n de 

P-total. Los resultados indicaron que cuando se 

se alcanzaron las remociones de 93.7 para 

N-amoniacal y de 99. 661: para P-total, en residual porcino al 

25\: y para residual al 50\ fueron de 93\ N-amoniacal y de 97' 

para P-total. Sin embargo el agar presentó la desventaja de 

fraccionarse a medida de su reutilización, reflejándose en su vida 

media que fue de 66 dlas para residual al 50 \ y de 87 dlas para 

residual al 25 \.Con la kappa-carragenina se logró una remoción de 

93.0\ para P-total y de 93.4\ para N-amoniacal, en residual 

al 25\ y con una vida media mayor de 78 dlas. Para el residual 



al 50\ y este misno soporte, la re&:ioción fue de 93. 7 % para 

P-total y 93 % para N-amoniacal, siendo su vida rnedia rnayor de 

87 dias. 

En cuanto al APG y alginato de sodio, ambos soportes 

presentaron la desventaja de disolverse en presencia de iones de 

fósforo, y sólo toleraron diluciones de residual de 25% en el caso 

del APG y de 0.125\ en el de alginato, con remociones de 85.72 y 

90 para P-total y de 73.4 y 90 para N-amoniacal, 

respectivamente; con un tiempo de vida media de 24 dias para el 

APG y de 2.3 dias para alginato de sodio. 

La kappa-carragenina resultó ser el soporte en el cual el 

sistema inmovilizado presentó las mayores eficiencias de remoción 

de nutrientes y tiempo de vida media. 
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Tabla l ANTECEDENTES DE M!CROALGAS INMOVlllZADAS 

ESPECIE 

Anabaena azol lae 

A. cyl !.ndrica 

A. cyl indrica 

Anacyst Is nidul ans 

A. nidulans 

Chlorel la emersoni i 

C. Vulgarls 

Dunaliella parva 

y D. tertlolecta 

TECN!CA DE 
!NMOV!L!ZAC!ON 

bloques de poliuretano 

alginato 

bloques de poi iuretano 

y esferas de vidrio 

agar 

agarosa 

alginato 

agarosa y agar 

alginato 

Nostoc muscorum agar 

Oscl 11 ato ria l lmnetica bloques de pol!uretano 

Phormldlum alginato 

P. laminosum alginato, agar 

Scenedesmus acutus carragen lna 

y s. obliquus 

Scenedesmus obl!quus pol iuretano 

Scenedesmus quadricauda carragenina 

Adaptado de Robinson, Mak and Trevan ( 1986) 9. 

RAZON DE 
ESTUDIO 

producción de hidrógeno 

producción de amonio 

producción de hidrógeno 

co-lnmovil lzaclón 

biotransforanclón 

gllcolato 

co-inmovi l lzaclón 

producción de gl lcerol 

producción de hidrógeno 

producción de hidrógeno 

electricidad 

producción de hidrógeno 

remo el ón de P y N 

producción de hidrógeno 

remoción de N y P 



11. 1 N T R o o u e e 1 o N 

Las aguas residuales que como producto de las actividades 

humanas, agrlcolas y pecuarias se han hecho cada vez m~s 

abundantes, originan cambios en el medio ambiente, en particular 

en la calidad del agua, ya que todos estos desechos llegan a los 

cursos de los rlos, o bien son dejados a cielo abierto,agravando 

el problema de la contaminación. 

En México, una de las actividades agropecuarias más importantes 

es la porcicultura. La población nacional aproximada de ganado 

porcino es de 18 millones de cabezas, produciendo un total de 1840 

kg de materia fecal seca por año Iñiguez (1989)1, lo que representa 

un problema de contaminación, debido a la presencia de un 

alto contenido de materia org~nica, constituyendo un medio ideal 

para la proliferación de microorganismos patógenos 

Durante los últimos años se han aplicado algunas 

a·lternativas para el tratamiento y aprovechamiento de estos 

residuos.2. Una de ellas, además de la depuración natural, es 

el uso de cultivos de microalgas, que pueden utilizarse con un 

doble propósito; por un lado, la obtención de biomasa para 

consumo animal y por otro, la de proveer de un tratamiento 

terciario para efluentes municipales ó agr1colas, ya que las 

microalgas remueven de manera eficiente nutrientes como 

nitrógeno ( amonio o formas inorgAnicas oxidadas de amonio ) y 

fósforo ortofosfatos y fósforo total ), causantes de la 
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eutroficación cuando se vierten en cuerpos de agua 

naturales J,•,s. 

Sin embargo, existen algunos problemas al desarrollar 

estos cultivos, como son : 1) la construcción de lagunas de gran 

extensión, 2) costo, J) necesidad de condiciones climáticas 

adecuadas y 4) recuperación de la biomasa. Con relaci6n a este 

último problema se han propuesto algunas soluciones como el uso de 

cultivos hiperconcentrados en periodos de tiempo muy 

cortos, obtención de productos de alto valor agregado utilizando 

tecnologlas de invernadero, etc.6,7 

El problema de la recuperación de la biomasa se agudiza 

cuando se trata de algas unicelulares como GhlD!leUa y Ycmede411UU), 

de aqui que en los últimos años, las investigaciones se han 

orientado a la utilización de géneros de algas de tamaftos 

celulares grandes o filamentosas como Spirulina maxima, la cual 

debido a las caracteristicas de su biomasa, ha sido utilizada con 

fines de alimentación después de su cultivo en aguas residuales, o 

bien se prefiere utilizar algas que posean caracteristicas de 

autoflocu~ación como Phormidium ,e,9, 1s •. 

Una alternativa de solución para este problema es la 

aplicación de la técnica de inmovilización, la cual se define como 
011 

el confinamiento fisico de un microorganismo .en una región 

definida, con retención de su actividad catalitica, si es 

posible conservando su viabilidad, pudiendo utilizarse repetida 

Y continuamente 11 6, 9. Los sistemas inmovilizados presentan las 

siguientes ventajas: 1) la preparación de la matriz disminuye la 

eliminación o fuga de las células; 2) · proveen de protección a 

5 



las células contra impactos externos; 3) mantienen estable y 

activa la biocatálisis por largos perlados de tiempo; 4) son 

menos susceptibles a problemas de contaminación, por lo que se 

puede trabajar en condiciones no ~stériles y 5) los 

microorganismos inmovilizados son reutilizables y pueden emplearse 

en procesos continuos, permitiendo un control cuidadoso de los 

parámetros de la reacción 6, 10. u, 12. 

En los últimos años se han explorado estos sistemas, 

principalmente con objeto de aplicarlos en las siguientes lineas 

de investigación 9 1) biocatálisis, realizando biotransformacio

nes y bios!ntesis de novo 1J,u; 2)producción de energía (Hidrógeno 

y electricidad) 1s,16,l7; J) sistemas de co-inrnovilizaci6n con la 

producción de oxigeno o reducción de UADP por componentes 

heter.6trofos 1s,11,1a ; 4) prolongación de la longevidad de los 

cultivos y S} acumulación de materiales residuales (tratamiento 

terciario de aguas residuales ) 19,.20,21,22,10. 

Actualmente son pocos los trabajos que se han hecho sobre 

inmovilización de microalgas, Tabla I, por lo que es necesario 

implementar el estudio de soportes adecuados con diferentes 

propósitos. 

6 



111. O B JE T 1 V O 

Establecer la metodologta para la inmovilización 

de células de Spirulina marima, utilizando 

diferentes soportes,con el objeto de utilizarlas 

en el tratamiento terciario de residual porcino 

natural, así como contribuir al conocimiento de 

estas nuevas tecnologias. 
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IV. A N T E C E O E N T E S 

La utilización de microalgas en el tratamiento biol6gico de 

aguas residuales, fue propuesto hace 35 anos por Cadwell (1946) J, 

Oswald & Gotaas (1957} 4 ,quienes demostraron que organismos como 

cianobacterias y cloroficeas son capaces de asimilar los 

nutrientes presentes en los residuales, realizando un tratamiento 

terciario. 

Recientemente en paises como Canad~, Francia, Hawaii, Estados 

Unidos y México se ha estudiado el potencial del cultivo de algas 

y cianobacterias para el tratamiento terciario de aguas 

residuales. En Canadá y Francia Lavoie 

emplearon un cultiva de ~cened.CMUUl 

de la NoUe (1989) ,, 

oAU.qm.¡4 para llevar a 

cabo un tratamiento terciario en efluentes urbanos; ICosaric , 

H.T Nguyen ,Bergonou 22 ,utilizaron YpVw.tma ma.rlma en una planta 

de tratamiento de aguas urbanas de Londres, alcanzando remociones 

de 87 \ para nitrógeno y de 60 \ para fósforo en un lapso de 

cuatro dias. 

En Israel, Oron, Shelef & Levi (1979) », utilizaron a !f¡Wwlina 

madma para el tratamiento terciario de residual vacuno, y 

obtuvieron una producción de biomasa de Jg/l. En Hawaii Chiu el 

al (1980)24 cu 1 tivaron Y'pi/lulina plalerl4io para llevar a cabo la 

fermentación de residual porcino. En Estados Unidos, Hartin & 

Picard (1985)2• cultivaron Y'cen~ sp. en residual porcino 

aerobio, obteniendo remociones del 98 \ para nitrógeno amoniacal 

y de 95 para ortofosfatos, en 10 dlas. En 
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Francia, Pouliot el al {1989} 2tt cultivaron í'hvimid-.im sp en 

efluentes domésticos, alcanzando remociones de 95 para 

nitrógeno amoniacal y de 62 para ortofosfatos. 

Se ha observado que el desarrollo de microalgas en efluentes 

tratados, reduce la dernanda bioquir.l.ica de oxigeno (OB0)7,21,2s,z9 

ya que debido a sus capacidades fotosintéticas y estos 

organismos convierten la energla solar en bjomasa rica en 

protelnas b,7 misma que puede ser utilizada como suplemento 

en dietas de animales, en acuacultura para alimentar peces, 

moluscos y crustáceos, como fuente de energla, combustible, 

fertilizantes y productos químicos de alto valor agregado 

9,15,30,31. 

Como ya se mencionó, uno de los problemas de la utilización de 

cultivos de microalgas en suspensión es la recuperación y uso de 

la biomasa , lo que hace pensar en la necesidad de contar con un 

método que además de solucionar lo anterior, permita un mayor 

control del cultivo y un posible incremento en la remoción de 

nutrientes durante el tratamiento terciario de residuales. 

IV.l CARACTERISTICAS DE LA ESPECIE 

Spirulina maxima es una cianobacteria filamentosa 

pluricelular, que crece en lugares salobres poco profundos y 

cálidos como el Lago Chad en Africa n y el lago de Texcoco 13 en 

México. Consiste de filamentos azul-verdes, compuestos por células 

cillndricas, con un diámetro de 1 a 3 micras, dispuestas en un 

tricoma helicoidal, cuyo diámetro de hélice es de 50 a 60 micras y 

9 



un giro de SO ~icras ~.Los filamentos son móviles a lo largo de 

s:.: e;e. ~:e: presentan heterocistos. La forma helicoidal de los 

tricomas es caracterlstica de este género y sólo se 

~antiene en cedio liquido, en tanto que en medio sólido 

llega a formar grandes espirales planas. 

su ciclo de vida se inicia con el rompimiento cont!nuo de sus 

tiicomas formando varias piezas, este rompimiento se lleva a cabo 

por la formación de células especializadas llamadas necridias 

las cuales adelgazan la pared del tricoma, a este fénomeno se le 

conoce como lisis. La fragmentación de los tricomas ,en las 

necridias produce un deslizamiento y la formación de una serie de 

2 a 4 células, llamada hormogonia, la cual formare! un nuevo 

tr icoma. Durante este proceso el citoplasma parece menos 

granulado, de un color azul-verde pálido, al incrementarse el 

nümero de células de la hormogonia P.ºr fisión celular, el 

citoplasma parece menos granulado y las células toman un color 

azul-verde brillante; los tricomas incrementan su longitud y 

asumen la t!picif forma helicoidal, repitiéndose el ciclo, como 

puede verse en la Figura 1 20. 

En cuanto a su requerimiento de luz, s. maxima es 

!otoautotr6!ica y no crece en la obscuridad en medios que 

contengan carbono orgAnico como sustrat~, debido a ésto la 

intensidad y duración de la luz, es un factor limitante ya que a 

mayor densidad celular se produce una capa donde solo captan la 

luz las algas de la superficie. deteriorándose las del fondo 19. 

E.n cuanto a sunutrición, una fuente de nitrógeno para 

Spirulina maxima. son los nitratos y sales de amonio en 

10 
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Figura 1. Ciclo de vida de Spirulina maxima Richmond (1980)20. 
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concentraciones menores de 100 mg/l, asltambién los iones sodio y 

potasio son indispensables para su crecimiento en una relaci6n 

de 5:1 21, 32. Otro elemento esencial esel fósforo orgAnico que se 

usa como fuente primaria, siempre y cuando sea hidrolizado 

por enzimas extracelulares como las fosfatasas, que realizan 

una reacción energética dependiente de la luz, donde la velocidad 

de consumo depende de la presencia de iones sodio, potasio y 

magnesio 20,2i. 

Uno de los factores limitantes para el crecimiento de ':I. 

m.aa:Una es la alcalinidad, reflejada en un pH óptimo entre S.3 y 

11.0, aunque es capaz de tolerar cambios progresivos. 

IY.2 METOOOS DE INMOYILIZACION 

Los estudios de inmovilización comenzaron en 1916, con 

Nelson Griffin 19 aplicándose a enzimas • Posteriormente en 

1918, se realizó la primera inmovilización con células 

completas del liquen 'Um!Uicartia ¡l04tulata, atrapadas en gel 

de poliacrilamida Jt. 

A partir de la década de los 60's se incrementó el inter6s 

por los sistemas inmovilizados aplicados a enzimas, debido a los 

problemas que involucra la extracción de enzimas, particularmente 

en el caso de que sean intracelulares, por ésto se planteó la 

alternativa de inmovilizar microorganismos completos. 

El primer ejemplo de inmovilización artificial de 

microorganismos fue descrito por Mosbach & Mosbach (1966) u. En 

forma similar se ha llevado a cabo la inmovilización de microalgas 

12 



utilizándose en el tratamiento de purif icaci6n de aguas por 

Robinson & Trevan en 1986 6 

sin embargo también existen limitaciones para aplicar la 

técnica de inmovilízaci6n, como son tamafio celular, los 

nutrientes deben ser de bajo peso molecular para 

minimizar las limitaciones de difusión y la presencia de otras 

actividades que disminuyan la asimilación de nutrientes 

le. 

Los principales métodos de inmovilización son 

entrecruzamiento, enlace covalente, adsorción y atrapamiento por 

fibras o microencapsulados, los cuales han sido estudiados por 

varios autores ( TablaII) .1>,n, Entre ellos los más utilizados 

para inmovilizar microalgas son : el atrapamiento y la adsorción. 

El método de adsorción se basa en la habilidad del alga, 

particularmente de sus estructuras filamentosas de invadir y 

colonizar, formando una matriz. Entra los soportes mAs 

utilizados para estos fines están el poliuretano, la espullla de 

polivinilo y la fibra de vidrio.• 

Los mecanismos de atrapamiento se clasifican en cuatro 

grupos principales y sus mecanismos de formación se 

encuentran en la Tabla 1JI*J6. 

Estos sistemas permiten la retención de viabilidad,la 

capacidad de realizar la fotosíntesis, alta densidad celular, 

productividad continua, m1nima eliminación de células del soporte 

y mayor estabilidad del proceso ,._ 

Uno de los factores mSs importantes es el estudio de los 
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Tabla II HETODOS DE INHOVILIZACION 

METODOS DE 

INHOVILIZACION 

ENTRECRUZAMIENTO 

ENLACE COVALENTE 

ADSORCION 

ATRAPAIUENTO 

SOPORTES Y AGENTES 

ACOPLANTES 

Glutaraldehido, 

Oisocianato de 

tolueno. 

Glutaraldehido, 

Carbodimida, 

Isocianato. 

Madera, Cerámica 

Vidrio poroso, 

celulosa, carbón. 

Agar, Alginato, 

Pectina,Carrage

nina,Poliuretano, 

Acrilamida. 

Adaptado de Kolot, B. F. 1981 u. 
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MECANISMOS 

Interacciones químicas 

entre el acarreador y 

la membrana del orga-

nismo. 

Formación de uniones -

cava! entes. 

Interacciones electros

táticas entre el aca--

rreador y la superficie 

celular. 

Atrapamiento físico en 

una matriz. 



Tabla 111 TEClllCAS DE lNMOVILlZAClON POR ATRAPAllIENTO 

TECllICA 

lonotr6pica 

T6noico 

Adaoré:i6n 

MECAllISMO 

Fonnaci6n del gel 

mediante entrecru

zamiento i6nico. 

Foraaci6n del gel 

por calentamiento 

y enfriamento pos

terior. 

Fonnaci6n del gel 

por medio de una 

reacci6n qu1aica. 

Atrapamiento f1si

co, dentro de una 

matriz porosa. 

Adaptado de Rehm, H. J. 1987.3• 
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POLIMEJlO 

Alginato, 

carragenina, 

quitosana, 

Ac.poligalactur6nico 

Agar, 

aqaro•a 

Gelatina, 

polifenilen6xido, 

alginato+gelatina, 

Poliuretano, 

nylon, 

fibra hueca, 

resina ep6xica 



soportes, los cuales deben reunir ciertas propiedades como aon : 

1) ausencia de toxicidad para las ctlulaa; 2) alxiaa 

foeotransparencia; 3) estabilidad en el medio de creciaiento; 

4) resistencia mecinica y 5) retenci6n de la 

biomasa. Dependiendo de estos factores se pueden adoptar 

diter .. ntes confiquraciones: cubos, esferas, peUcul•• y 

Entre los soportes •As utilizados en l• t6cnica 

de etrapa•iento para aicroalgas estin: el alginato de •odio, que 

es un polia6carido presenta en la pared de alqaa aarin•• 

coao Wycrocyseis pyrifera L •• Laminaria hyperbore•,L. y 

Ascophyliu• medusum L., 37, que forma geles con aolucionH 

6cidas, 6 en presencia de calcio y otros cationea, toraando una 

aalla a eravts de loa iones calcio o hidr6geno donde quedan 

atrapado• los aicoorgani•aos 31,•o,o. 

La quitoaana, que •• un pol1•ero auy aatabl• y con una qran 

peraeabilidad para la c6lula. E• un derivado de la quitina y •• el 

aequndo biopollaero ala abundante en la naturaleza ...... 

La kappa-carragenina que •• un poliaactrido extraldo de alq•• y 

que conaiate de unidades de s-a qalactoaa-2 aulfato y 3,6 anllidro 

D-qalactoaa. Eate gel ae for11a por una diferencia de teaperatura y 

por la praaencia de iones x•, NH+• y ca••,ea auy eatable y aoporta 

un a11plio rango de pH n. u. 

El acido poligalactur6nico, que as un derivado de la peceina, 

su qelificaci6n es similar a la del alginato de •odio. In 

el Departamento de Biotecnolo9la y Bioinqanierla del CilfVESTAV-IPN 

se ha utilizado este soporte con éxito en la inaoviliuci6n 
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de bacterias, para 

inJ11ovilizaci6n de 

e inmovilización de 

la transformación de esteroides, u, 

levaduras para la obtención de etanol 

células de capsicum chinnense para la 

obtenci6n de capsaicinoides.37,38,39. 
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V. M A T E R 1 A l E S Y M E T O O O S 

v.1 NJCaOORGAJIJSNO 

Se emple6 una cepa de YpllwUna ~ proporcionada 

por la C1a Soaa Texcoco, S.A., la cual ae coneerv6 en tubo• 

inclinados de aqar-Zarrouvk, haciendo resielll>ra• cada 20 d1aa • 

incubando a Jo0c con iluminaci6n constante de 2000 luxes 

durante 96 horas, 

L-C 

Y.2 MEDIOS DE CULTIVO 

Lo• medio• de cultivo que se utilizaron fueron 

Medio de tierra, Bourrelly •> con un pH 

ajustado a B.O ! 0.1. Aptndice A 

ZarroUYk Medio •intttico, con un pH a.5. Aptndice B :u. 

Re•ldual porcino Efluente obtenido de un trataeiento ••cundario 

el cual es estabilizado por aereaci6n 

continua. F iqura 2 >J. 

Los medios de cultivo L-C y Zarrouvk fueron esterilizados en 

autoclave a 15 lb/pulq2 durante 15 minutos • 
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1 kg (base húmeda ) de excreta porcina 

20 l de H
2
0 de la llave a.ereada. 

durante 24 hrs 

l 
Homogenizar 20 min 

l 
Tamizar en una malla lt 30 Tylor 

1 
Sobrenadan te Sólidos 

! ! 
Reposar 20 min Desechar 

• teaperat.ura ambiente 

! 
Decantar 

S6lidos 

! 
Desechar 

Sobrenadante 

! 
aereaci6n vigorosa constante hasta 

un valor estable de DQO 

(aproximadamente d1as) 

! 
Reposar 3 a 4 d1as en rerri9eraci6n a 

S6lido• 

1 
Deaechar 

('º C) 

Decantar 

1 
ECluente eatabllizado 

para utilizar con 

micro&l<J•• iruaovllizada• 

Fiqura 2. Preparación del reaidual porcino 

•ata: La excreta porcina ea obtuvo de un cerdo control alimentado 

con una dieta a base de alimento balanceado comercial en el 

biotario del CIHVESTAV. 



V.3 SOPORTES 

Alginato de sodio de alta viscosidad, obtenido de .«~'4 

~; acido poligalactur6nico grado III , obtenido de naranja; 

Kappa-carragenina grado III,obtenida de C. cotúltt<. Estos soportes 

fueron adquiridos de Siqma Chemical Co.; agar bacteriol6gico Oifco. 

V,4 REACTIVOS QUIMICOS 

Ac. l-amino, -2-naftol, -4-sult6nico (Fulka AG. Buchs 

s.c.); reactivo de Nessler (Sigma de México).Todos los 

reactivos fueron grado analltico. 

V.5 PREPARACION DEL INOCULO 

Se empleó un cultivo de Spirulina maxima en fase loqaritmica 

de 72 horas, desarrollado en medio de cultivo L-c. El cultivo ae 

colectó por filtración al vaclo, utilizando una membrana 

Millipore, con un di6metro de poro de 0.45 micras y se lav6 dos 

veces con una soluci6n de KCl al 5 e•!) , el paquete 

celular que se obtuvo se utiliz6 para la inmovilizaci6n por 

atrapamiento. 

20 



V,6 INMOVILIZACION DE CELULAS DE Spirulina maxima EN LOS DIFEllENTES 

SOPORTES, 

V,6,1 ACIDO POLIGALACTURONICO 

Las células de s. maxima se atraparon en ac. 

poligalactur6nico al 4\ (p/v), formando esferas que contentan a 

las células cuya polimerización se llevó a cabo al ponerse en 

contacto con una solución de cacl
2
,en forma similar a la técnica 

descrita por Montes (1989) 'º· El soporte se prepar6 dejando 

hidratar el ácido poligalactur6nico en agua destilada, con 

agitación constante, y ajustando el pH con una solución de 

hidróxido de amonio concentrado, hasta lograr su estabilización 

a un pH de a. o. se tomaron 2g/ l base húmeda del paquete 

celular de Spirullna maxlma y se llevó a cabo su homogenizaci6n 

con el gel mediante agitación magnética constante. 

Las esferas se prepararon con ayuda de una pipeta 

acoplada a una bomba peristáltica, cole Parmer Mod. 701400, con 

una manguera de tygon de un 1 mm de diámetro interno, dejando 

gotear la mezcla de gel-células sobre una solución de cloruro de 

calcio O.lM pH a.o, con agitación constante y a temperatura 

ambiente, tal y como se observa en la Figura 3. Las esferas se 
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Fivura J, Diapoaitivo .. pleado para la i11Moviliaaci6n de Splrulln• 

maxlma. 
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formaron inmediatamente al ponerse en contacto con la solución 

de cloruro de calcio, en donde se conservaron h, a 

temperatura a?:lbiente con objeto de darles mayor resistencia 

mecAnica. Posteriormente se lavaron con agua destilada y se 

resuspendieron en medio L-C manteniéndose en refrigeración 

para su reactivación. 

V,6,2 ALGINATO DE SODIO 

Las células de :f. se atraparon en 

alginato de sodio al 2\ (p/v), formando esferas, en forma similar 

a la técnica descrita por Ohlson (1979) J9, empleándose 2 gramos de 

células por litro (base húmeda) de f. ma.rima y dejándose gotear 

sobre una solución de CaC1
2

.La.s esferas se dejaron reposar en esta 

solución por dos horas y posteriormente se pasaron a medio 

L-C para su reactivación. 

V.6.3 AGUI 

Se utiliz6 a9ar al 4 t (•/•) disuelto en agua destilada Y. 

esterilizado a 15 lb/pul2 durante 15 minutos.Una vez a 45°C,se 

11ezcl6 con el paquete celular de Ypi/v.di.Jul ma.rüna (2 g/ 1 peso 

hümedo), se homogenizó con agitación y se vaci6 en cajas de Petri 

dejAndose solidificar. Posteriormente se formaron discos de 

3-Smm de diámetro con un espesor de Smm, con ayuda de un 
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cilindro de acero inoxidable • Los discos de agar se lavaron con 

agua destilada y se resuspendieron en medio L-c, manteniéndose 

en refrigeración para su posterior utilización .• En la Figura t 

se observa inmovilización de ~. ma.xima en discos de agar. 

V. 6.' KAPPA-CARRAGENINA 

se inmovilizaron células de :l. ma.rUna en kappa-carragenina, 

de manera similar a la descrita por De la NoUe (1985) •• y 

que consisti6 en preparar el gel al l. 5\ (•/-l disolviéndose la 

kappa-carragenina en agua destilada caliente, adicionAndole 

0.25\ (p/v) de goma karaya (grado alimenticio) .El gel se mezcl6 

con las células de 1. ma.tima ( 2g/l base hllmeda ) a 35' e y se 

pasó a través de una pipeta con la ayuda de una bomba 

peristáltica, 

tygon de un 

una solución 

Cole Parmer Mod. 701400 utilizando una manguera de 

lmm de diámetro interno y se dej6 gotear sobre 

precipitante de KCl o. 3 M a temperatura 

ambiente. Las esferas que se formaron al ponerse en 

contacto con la solución precipitante, se dejaron reposar 

por 24 h para incrementar su estabilidad. Se lavaron con agua 

destilada y se resuspendieron en medio L-C para su posterior 

utilizaci6n. 

V.7 MANTENIMIENTO DE LOS CULTIVOS INMOVILIZADOS 

Tanto los sistemas de células libres como inmovilizadas, se 
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Fiqura 4 Fotomicroqrafia de microscopio 6ptico (lOX) de 1pl/v.dU>a 

ma.tl.ma inmovilizada en discos de agar. 

25 



,• 

incubaron bajo las siguientes condiciones: iluminación continua 

de 2000 luxes; temperatura de 25 ! 5°c, y aereación constante 

de aproximadamente 2.s vvrn. Los cultivos en suspensión se 

mantuvieron en matraces Fernbach de 2800 ml , conteniendo 1000 ml 

de medio L-C , Zarrouvk ó residual porcino, según el caso. Los 

cultivos de células inmovilizadas se mantuvieron en reactores 

de vidrio pyrex tipo columna de 250 ml con 100 ml de residual 

porcino con aereación y luz constantes. 

v.a REMOCION DE NUTRIENTES 

Las microalgas inmovilizadas en los diferentes soportes, se 

colocaron en los reactores tipo columna de 250 ml conteniendo 100 

ml de diferentes concentraciones de residual porcino estabilizado 

aer6bicamente al 25 y 50 (/y) en las condiciones ya 

descritas. Se tomaron muestras del efluente de la columna cada 24 

horas, al cabo de las cuales se cuantificaron los 

fósforo total y nitrógeno amoniacal. 

nutrientes 

V.9 EFECTO DE LA CONCENTRACION CELULAR Y DE CLORURO DE CALCIO 

SOBRE LA REMOCION DE NUTRIENTES. 

Para determinar el efecto de la concentración celular 

inmovilizada, sobre la remoción de nutrientes, se hicieron 

esferas conteniendo O. 5, l. o, 2. o y 3. o g / 1 en base hllmeda, 

de células de s. maxima cuantificándose P-total y 
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N-amoniacal. 

Para medir el efecto de la concentración de cloruro de 

calcio, como solución precipitante para alginato de sodio y ac. 

poligalactur6nico, sobre la remoción de nutrientes por células de 

S. maxima se utilizaron diferentes concentraciones de 

cloruro de calcio 0.1, o. 2 y O. 3 M} y se cuantificó el 

nitrógeno amoniacal y fósforo total. 

V,10 DETERMINACION DEL TIEMPO DE VIDA MEDIA 

Una de las caracteristicas de los sistemas inmovilizados, es 

la posibilidad de su reutilización, la cual está en función de 

su tiempo de vida media. Se entiende por tiempo de vida media : el 

tiempo en el cual se llega a un 50 de remoción de 

nutrientes.De acuerdo a lo anterior se determinó la vida 

media de los sistemas inmovilizados bajo estudio. 47. 

V,11 DETERMINACIONES CUANTITATIVAS 

Las determinaciones de fósforo total se hicieron por el 

método de Fiske-subbarow •B y el nitrógeno amoniacal por al 

método de Nessler o. También se determinó la Demanda Quimica 

de Oxigeno (DQO) y Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO) por el 

método descrito en APHA, 1985 s1, y la determinaci6n de 

clorofila como análisis indirecto de crecimiento por 

el método de acetona-agua, descrito en APHA, 1985. so. 
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VI. R E S U l T A D O S Y DISCUSION 

con el objeto de determinar el tiempo en que el cultivo ae 

encontraba en fase 109arlmica, se llevaron a cabo cin6ticas de 

crecimiento en medio Zarrouvk y en L-c Grafica 1, utilizando 

cultivos en suspensión . Los resultados nos indicaron que a las 

72 h y 96 h respectivamente el cultivo ya se encontraba en 

la referida fase, por lo que la cosecha de células para 

inmovilizar se hizo a estos tiempos. se inmovilizaron células de 

S. maxima en diferentes soportes empleando un inóculo de 72 hrs 

y se determinó la remoción de fósforo total y nitrógeno 

amoniacal de residual porcino al 25 y 50 (•·/•), 

utilizando reactores tipo columna operando en forma semicontlnua y 

tomando muestras cada 24 horas. 

El método de inmovilización por atrapamiento result6 sencillo 

y permiti6 obtener una distribuci6n homogénea de las células, en 

cada soporte utilizado. 

Tanto la configuración de esferas como la de discos, 

mostraron suficiente rigidez y buenas propiedades mec4nicas, 

que permitieron su incubación en sistemas agitados con flujo 

continuo de aire. 
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VI.l IllNOVILIZACION EN AGAll Y ICAPPA-CAal!AGEllINA 

Cuando las células fueron inmovilizadas en aqar y en 

kappa-carragenina, la gelificaci6n estuvo determinada por la 

disminuci6n de la temperatura de 43 a 37°C .cabe mencionar que 

la kappa-carragenina adem!s de gelificarse por la diferencia de 

temperatura, también necesita de una solución precipitante 

de cloruro de potasio, la cual contribuye a lograr la 

polimerización, otorg!ndole mayor resistencia al gel Js., por lo 

que es necesario tener cuidado con los microorganismos 

sensibles a esta temperatura como es el caso de ~. ma.rUna 32,st. 

VI.2 EFECTO DE LA CONCENTRACION CELULAR SOBRE LA IllllOVILIZACION 

DE S. max1ma 

Uno de los factores importantes en la iruaovilizaci6n de 

microalgas que contribuye a crear un microambiente, es 

la concentraci6n de células dentro de la esfera ,ya que 

puede afectar tanto la velocidad de difusi6n del •uatrato 

como la de los qases (C0
2 

y 0
2

) • Por otro lado puede repercutir 

de manera negativa en la asimilación de nutrientes y cau•ar 

adem!s el rompimiento de la esfera 6 disco, al exi•tir una 

concentración excesiva de microorganismos y de gases, Hul•t et al 

(1987) 17,52. Con objeto de evitar este problema •• ensayaron 

diferentes concentraciones celulares y se evalu6 la reaoci6n de 

nutrientes ( fósforo total y nitrógeno amoniacal ) como par6metro 
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indicativo para determinar el tamaño de in6culo ~As adecuado. 

La concentración celular a la cual se obtuvieron los mejores 

resultados fue de 2q/l de células, peso hútnedo,misma que 

se determin6 en ensayos de APG y se hizo extensiva para todos los 

experimentos posteriores. También se determinó si esta misma 

concentraci6n celular era la inas adecuada para llevar a cabo la 

remoción de nutrientes como se aprecia en la Tabla IV con 

células inmovilizadas en ac. poligalactúronico (APG). Fue 

posible observar que a concentraciones mayores de gramos de 

cálulas por litro, se presentaron problemas para la foraaciOn 

de la esfera, es decir no hubo buena polimerización del gel. tt. 

El porcentaje de 1·emoci6n de nutrientes aument6 en forma 

proporcional al tamano del in6culo hasta 2g/l. con concentraciones 

celulares de 3 q/l, disminuyeron estos porcentajes. Esto se 

puede atribuir a que el exceso de células pudo provocar 

la formación de un~ capa celular, en donde sólo captaron la luz 

las algas de la suPerf~cie, deterior~ndose las del centro 

(Redalje, D.G. et al 1989)21. También sé ha observado que la 

concentración de algas en un sistema .. inmovilizado afecta la 

actividad fisiológica celular, por la limitaci6n de la luz en el 

interior. Este fen6meno fue observado también en cultivos 

hiperconcentrados en suspensión por de la NoUe et al (19BJ)s. 

Los trabajos relacionados con la utilización de microalgas 

inmovilizadas para el tratamiento terciario de residuales, son 

escasos (Tabla V) 9, ya que los conocimientos que se tienen 

sobre los aspectos bioguirnicos y fisiológicos de las células 

en confinamiento son limitados. sin embargo, se menciona que el 
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Tabla IV EFECTO DE LA CONCENTRACION CELULAR SOBRE LA REMOCION DE 

NUTRIENTES ( P-TOTAL Y N-AMONIACAL) EN CELULAS INMOVILIZADAS EN 

AC.POLIGALACTURONICO 

Peso celular Porciento de Remoción 

(9/l) base hQ.meda P-total N-amoniacal 

o.s 3.85 l. 67 

1.0 6,92 3.34 

2.0 9. 24 4.17 

3,0 o. 77 0.84 

Condiciones del experimento: 

-In6culos en fase logarltmica de crecimiento 

-Tiempo de incubación 24 horas. 

-Luz y aire continua. 

-Temperatura ambiente. 

-Medio L-C. 

33 



Tabla V ' SOPORTES UTILIZADOS PARA INMOVILIZAR MICROALGAS EN 

TRATAMIENTOS DE AGUAS RESIDUALES, 

ESPECIE TECNICA DE INHOYILIZACION RAZON DE ESTUDIO 

Scenedesmus acutus carragenina Remoción de N/P. •• 
Scenedesmus obliquus carragenina Remoci6n de N/P, .. 
Scenedesmus quadrlcauda Carragenina Remoción de N/P • •• 
Phormidlum sp. Qui tosa na Remoción de N/P. SJ 

Chlorella sp. Alginato de sodio Remoción de N/P. " 

Adaptado de Robinson, P, K, Hak, A. L. and Trevan, M.D (1916) 9 
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incremento en las concentraciones celulares ocasiona 

problemas de limitación de oxigeno y co
2

, que •• puede 

manifestar en la asimilación de nutr ientea (Tanaka, H. 

Katsura ¡ I.A.Valikllly, 1984 ss; Gosman, B. ¡ H.R • .Jor9en 

1986 56 1 Anderson, G.J., 1986 57 y Robinson,P.,et al, 1986 v ). 

VI,J EFECTO DE LA CONCEllTRACION DE CLOR\lllO DE CALCIO SOBRE LAS 

CELULAS DE SpJru1Jna maxJma 

El cAlcio es un nutriente inorgánico requerido por las 

microalgas para mantener su estructura y llevar a cabo el 

transporte i6nico,por lo que su ausencia o exceso puede afectar 

la fisiolog1a de la célula y por lo tanto la asimilación de 

nutrientes. También es necesario para la formación de la pared 

celular y la movilidad 59,60,6•. Tabla VI. Debido a que algunos de 

los soportes utilizados en este trabajo, requieren del 

calcio para formar su estructura gel if icante como el 

alginato de sodio y el ac. poligalacturónico, fue necesario 

observar el . efecto del cloruro de calcio sobre la• 

c6lulas y sobre la polimerización de los geles •t 

En estudios preliminares con aicroalgas inmovilizadas en 

alginato de sodio y ac. poligalacturónico se reportó que para 

este gel se requiere una concentración de cloruro de calcio de 

0.1 M n,•o,ss. Basados en esta informaci6n, se ensayaron 

concentraciones crecientes de cloruro de calcio para 

inmovilizar Splrulina ma.rima en ambos pol!meros y se deterain6 

su efecto sobre la remoción de fósforo total y nitr6qeno 
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Tabla VI PAPEL DE LOS NUTRIENTES INORGANICOS EN EL METABOLISMO 

DE ALGAS. 

Elemento 

Nitrógeno 

Fósforo 

Potasio 

Calcio 

Magnesio 

Sodio 

Cloro 

Función probable 

Componente de mayor 

importancia metabólica 

Estructural,transferencia 

de energia. 

Regulación osmótica,con-

trol de pH, estabilidad 

y conformación proteica. 

Estructural, activación 

enzimática y transporte 

iónico. 

Pigmentos fotosintéticos, 

activación enzimática. 

transporte iónico y es--

tabi l idad ribosomal. 

Activación enzimática, 

balance hidrico y enzi-

mas. 

Fotosistema II 

Componentes 

Aminoácidos,purinas, 

pirimidas,amino azú

cares,porfirinas y 

aminas. 

ATP,GTP,ácidos nuclei

cos,fosfolipidos, co

enzimas, coenzima A, 

fosfoenol piruvato. 

Formación de com--

puestos iónicos. 

Carbonato de calcio 

Clorofila 

Nitrato reductasa 

Terpeno. 

-Datos presentados en el primer curso Internacional de Tópicos 

Selectos en el cultivo de las Microalgas, CINVESTAV-IPN México 

. .----" D,F.1990. 



amoniacal. En la Tabla Vil, se presentan los resultados obtenidos 

con ambos polir:ieros, en donde se aprecia que al utilizar una 

concentración superior a o. J M de cloruro de calcio para la 

gelificaci6n, se observó una remoción menor de los nutrientes 

antes mencionados, mientras que a concentraciones de calcio 

menores, la remoción fue mayor . La tendencia a una baja 

remoción de nutrientes con respecto a concentraciones 

crecientes de cloruro de calcio 0.3 M) mostrada tanto 

para alginato como para APG se atribuye a que se presentó 

una plasmolisis celular según se pudo observar al 

microscopio, impidiéndose la asimilación de nutrientes. 

Bidwell 

calcio 

(1979) S9 Baker (1983) "" reportaron que el 

es un catión que se requiere para el 

crecimiento de las rnicroalgas especialmente para la 

formación de la pared celular y para la movilidad. Kropt 

t. Quatrano {1987) 61, Holmgren, Hustetter Scholes, (l971)6Z 

reportaron que el exceso de calcio puede ocasionar la 

formación de complejos insolubles que limitan la captación de 

calcio por las células,manifestando una deficiencia de éste y 

presentándose en consecuencia la plasmolisis celular. 

Una vez establecidas las condiciones de la solución 

precipitante y el tamaño del inóculo, la inmovilización se llevó 

a cabo con una conc.entraci6n de cloruro de calcio de 0.1 M para 

alginato de sodio y ác poligalactur6nico. 

37 



Tabla VII EFECTO DE LA CONCEllTRACION DE CLORURO DE CALCIO SOBRE 

Sp1rul1na marima INMOVILIZADA EN ALGINATO DE SODIO y 

AC. POLIGALACTURONICO. 

cac1
2 

Pérdida de Plasmolisis Resistencia 

(Nolaridad) Pi9111entaci6n celular* mecánica 

0.1 menor menor buena 

0.2 regular regular buena 

0.3 mayor mayor buena 

Condiciones del experimento: 

-In6culo de 2 g/l en base hümeda,para ambos soportes. 

-Tiempo de incubación de 24 hrs. 

• Observación al microscopio. 
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VI.4 EFECTO DE LA ALCALINIDAD Y CONCENTlllACION DEL-RESIDUAL PORCINO 

EN LOS SISTEMAS IllllOVILIZADOS. 

El tratamiento terciario con microalgas, se aplic6 al 

efluente secundario de la digestión aerobia del residual porcino, 

con el objeto de disminuir el contenido de nutrientes 

inorgAnicos y permitir la reutilizaci6n del agua tratada, en 

diferentes actividades como son limpieza, riego 6 su vertimiento 

en cuerpos de agua evitando eutrof icaci6n y por lo tanto 

contaminación. 

En la Tabla VIII, se muestran los resultados de la 

caracterización del residual porcino y se observó que tiene una 

relaci6n N:P de 1.5:1, con un pH de 7.5. Zarrouvk (1966) 

>> report6 que la alcalinidad es un factor limitante para el 

crecimiento de s.marima la que se refleja en el pH de 8.J a 11.0, 

y recomend6 para el medio sintético la adici6n de 16. 8 g/ l de 

bicarbonato de sodio. De acuerdo a tsto se adicionaron 16.8 

g/l de bicarbonato de sodio al residual porcino para alcanzar un 

pH entre a.o y 9.0. 

El alginato de sodio y el APG son Uciles de aanejar y 

presentan buenas propiedades meclnicas, sin embargo tienen la 

desventaja de disolverse frente a los iones fosfato y citrato 

Kolot, ( 1981 ) 55,6J. Por lo anterior y en base a los reaultados 

de la caracterizaci6n del residual porcino, se emple6 a late 

diluido al 25 \ y 50 25 6 50 partes de residual por 75 6 50 

partes de agua de la llave ). Oainty, et al (1986) 64 

reportaron que la adición de cloruro de calcio o cualquier fuente 

39 



·. 

Tabla VIII CUACTEJllZACION DEL RESIDUAL PORCINO ESTABILIZADO POR 

AEaEACION A DIFERENTES CONCENTRACIONES. 

PALUIETllOS 

P•TOTAL 

•·AMONIACAL 

pH 

DQO 

DllO 

CONCEllTRACION DEL RESIDUAL PORCINO 

100'11 

80m9/l 

120m9/l 

9 

400119/l 

520119/l 

40 

AEROBIO 

50111 

40m9/l 

60m9/l 

215119/l 

260m9/l 

23mg/l 

2Bm9/l 

9 

llOm9/l 

130119/l 



de calcio, aumenta la tolerancia del alginato de sodio a la 

presencia de iones f6sforo en el medio. sin embar90, s. JM.riaa ea 

sensible a concentraciones elevadas de calcio, por lo que se 

procedi6 a ensayar diluciones mayores del residual y se deter11in6 

que al 0.125 \ ( 0.125 partes de residual por 99.8 de aqua ) no •e 

afecta la polimerización del gel, ni se presenta dafto celular. Loe 

experimentos 

concentraci6n. 

posteriores 

Por otra 

se llevaron a cabo 

parte, •e obaerv6 

cualitativa,que al adicionar cloruro de calcio al 

con ••ta 

de .. nera 

residual 

porcino el cual se encuentra a pH de 9 ,con el objeto d• reforzar 

la polimerizaci6n del alqinato de sodio y del APG , ocurri6 

una precipitación de fosfatos,provocAndose turbidez y un 

aumento de los fosfatos en el medio, lo que ocaaion6 una 

severa despolimerizaci6n de los qeles. Las esteras de APG 

toleraron una concentración de residual de 2s• presentando mayor 

reaistencia, debido posiblemente a la con!on1aci6n del 

pol1mero, ya que 6ste forma uniones de tipo tater y 

puentes de hidrógeno con el calcio, lo que no ocurre con •l 

alqinato de sodio. (Gliscksman, 1970)37. 

En cuanto a la concentraci6n del residual no se utili&6 al 

100\ (' / ,l , ya que al microscopio se pudo obHrvar que 

las part1culas que tiene en suspensi6n, cubr1an el exterior 

de las estructuras inmovilizadas en los diferente• 

soportes, sin penetrarlas, pero obstruyendo la aei•ilaci6n 

de nutrientes y el paso de la luz. Nilson, (1984) .. 

se!lal6 que los soportes empleado• en la 

inmovilizaci6n, presentan un tama!lo de poro det~rminado, por 
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lo que recomienda trabajar con medios que tengan 

part1culas de menor tatnat\o que el de estos poros • En nuestro 

caso, el tamaño de las particulas suspendidas en el residual 

porcino fue mayor al de los poros de los soportes 

utilizados, por lo que se presentó la obstrucción de los 

mismos. 

YI.5 FACTO• DE coaaECCIOI 

Los factores de correcci6n se presentan en la Tabla IX. 

Su aplicaci6n result6 de utilidad ya que en el caso de alginato 

de sodio y APG, el fósforo funcionó como quelante del 

calcio formando un complejo con éste y dando por lo tanto 

resultados erróneos sobre su asimilaci6n. 

De la NoUe 

kappa-carragenina 

saturarse de iones 

Chevalier (1985) 67 reportaron que la 

requiere 

fósforo. 

un tiempo 

TomA.ndose esta 

determinado para 

recomendaci6n en 

cuenta, se permitió que el sistema inmovilizado de k-carra9enina 

se saturara para que la remoción de nutrientes fuera veraz. 

Cuando se utiliz6 agar como soporte, no se prasent6 ••te 

fen6meno, ya que su estructura polim6rica se realiza por 

diferencia de temperatura, sin la intervenci6n de ninq11n i6n, 

por lo que los resultados obtenidos con este gel no requirieron 

ser correq idos. J6 

En cuanto al N-amoniacal, se detenain6 que no hubo 

absorción de este nutriente por parte de los soportes utilizado•, 

por lo tanto no hubo necesidad de aplicar ninqOn factor 
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de corrección. 

VI, 6 TIEMPO DE VIDA MEDIA Y REMOCION DE NUTRIENTES DE LOS 

SISTEMAS INMOVILIZADOS 

Una vez establecidas las condiciones de inmovilización de 

células de Spirulina maxima en APG, alginato de sodio, agar y 

kappa-carragenina, se determinó la remoción de fósforo total 

y nitr6geno amoniacal con respecto al tiempo. En la Gr!fica 2 se 

muestran los resultados de la remoción de nutrientes 

(P-total y N- amoniacal) en efluente porcino al 25\ por 

Spirullna maxima inmovilizada en ac. poli9alacturónico,en donde 

se puede apreciar que la máxima remoción se alcanzó a los 6 dias 

y fue de 73.42\ para P-total y de 85, 72\ para 

N-amoniacal. Este porcentaje disminuyó a medida que se reutilizaba 

el sistema inmovilizado. 

En el caso del alqinato de sodio (GrAfica 3), se alcanzó la 

mAxima remoción en el residual al 0.125\ a las 7 horas y fue de 90\ 

para P-total y 90\ para 

una disminución gradual 

N-amoniacal. De nuevo se observó 

de estos porcentajes, a lo largo de 

las reutilizaciones del sistema inmovilizado. 

De la Noile Proulx (1988) sJ informaron sobre la 

disminución del porcentaje de remoción de nutrientes al 

aumentar el ntimero de reutilizaciones del sistema 

inmovilizado de Phormidium sp. en quitosana. Chevalier de 

la NoUe 1985)68 también reportaron este fenómeno cuando 
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utilizaron un sistema de Scenedesmus qu11dric11ud11 

inmovilizado en kappa-carra9enina. 

El tiempo de vida media del sistema inmovilizado en ac. 

poli9alactur6nico, fue de 24 dlas y para el alginato de •odio de 

2. 3 dlas. En ambos casos fue posible constatar un aumento en el 

nelmero de células que presentaron plasmolisis, a medida que ae 

incrementaba su reutilizaci6n, repercutiendo 6sto en la baja 

asimilaci6n de nutrientes y en el tiempo de vida aedia del 

sistema . 

Por otro lado se observó al microscopio y por determinaciones 

de clorofila en el sobrenadante, una liberación de células de los 

soportes anteriores. Al microscopio las células de s. maxima se 

observaron fraqmentadas y con ausencia de color, por lo que al 

cuantificar clorofila en el sobrenadante no se absorbancia. Esto 

puede atribuirse a que conforme pas6 el tiempo, pollmero y 

células for1taron una unidad y al despolimerizarse el gel por la 

presencia de iones f6sforo en el medio, se provocaron danos 

irreversibles a las células, fragmentando su pared celular y 

vertiendo al medio sus or9anelos, impidiéndose asl la slntesis de 

clorofila entre otros. 62. 

El agar se utilizó como soporte para los ensayos de dos 

concentraciones de residual porcino ( 25 y 50 t). En la• GrAfica 

4 se observa que en este sistema se alcanzo la mAxima remoci6n de 

nutr"ientes a los seis dlas y fue de 9J.75t para P-total y 95.66t 

para N-amoniacal, en residual 

porcentajes disminuyeron con 

porcino al 

el tiempo 

25 

tal 

Es toa 

y co•o •• 

menciono para los soportes anteriores. Una desventaja que presento 
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el agar como soporte fue su fraqmentaci6n, debido quiz&s a la 

configuraci6n de disco que se utilizó s•, la cual presenta mayores 

puntos de fracturaci6n. La fragmentación del gdl, provoc6 la 

liberación celular, lo que se reflejó en el tiecpo de vida media 

que fue de 66 d!as para residual al 25 \ con 10 reutilizaciones 

continuas y de 87 dias en residual al 50 \ con el mismo número de 

reutilizaciones continuas. 

En la Gráfica s se presentan datos del soporte agar en 

residual porcino 50\ (v/v}.En estos ensayos el sistema alcanzó su 

mAxima remoción a los 9 d1as. Esto se debió a que en esta dilución 

del residual, exist1a el doble de la concentración de 

nutrientes que en el residual al 25 \ (v /). El porcentaje de 

remoción alcanzado en la primera reutilizaci6n de este sistema 

en residual porcino al SO\ (' / .> 
y de 93\ para u-amoniacal, 

fue de 97. 04 para P-total 

observándose una disminución 

gradual a lo largo del tiempo y número de reutilizaciones. 

El sistema inmovilizado en kappa-carraqenina se ensay6 con 

las concentraciones de residual porcino de 25 y 50 (' / .) 

obteniéndose el comportamiento que se ilustra en las Gráficas 6 

y 7 • con residual porcino al 25%, se alcanzó una remoción de 

93. 48\ para P-total y de 93\ para N-amoniacal a los 

seis dias; con una vida media superior a 78 di as, y una ligera 

disminución en el porcentaje de remoción, a medida que se 

aumentó el namero de reutilizaciones .con residual al 50\: se 

obtuvo una remoción de 93.7\ para P-total y de 93l para 

N-amoniacal en nueve días, con una vida media superior a 87 

dias. 
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Comparando los resultados obtenidos con los cuatro soportes, 

se logró observar que la recoci6n de ni tr6qeno amoniacal fue 

más rápida , es decir en un cenar tiempo que la de fósforo total, 

esto posiblemente se debió a que la biomasa celular 

de S. marima está coc:ipuesta por un elevado contenido de 

nitrógeno por lo que para mantener esta condición todos los 

compuestos nitrogenados en el medio de cultivo fueron asimilados 

por las células para producir material rico en energía, lo que 

explicar1a su rápida utilización. Otro factor que puede 

estar influyendo es la pérdida de nitrógeno hacia la 

atmósfera por desabsorción, debido a las condiciones de 

alcalinidad del residual 2J. 

Con respecto a los componentes de fósforo, su remoción fue 

lenta en todos los soportes estudiados. El residual 

contiene aproximadamente partes de nitrógeno por una parte de 

fósforo. Sin embargo la remoción de nitrógeno fue mayor y más 

rápida sz. Chevalier y de la Noüe ( 1985) '6 re portaron una 

asimilación de nitrógeno amoniacal más rápida con respecto a la de 

f6sf oro total para 

kappa-carragenina. 

Scenedesmus obliquus inmovilizado en 

En la tabla X se presentan en resumen los datos de remoción de 

nutrientes y tiempos de vida media para la primera utilización de 

los sistemas inmovilizados en diferentes soportes, as1 como su 

tiempo de vida media en el residual al 25 y 50 \(/), donde es 

evidente que el soporte que tuvo un tiempo de vida media mayor 

fue la kappa-carrageninaseguida por el agar.Gráficas 8 y 9. 

La diferencia en el porcentaje de remoción de 



Tabla X REMOCI O N DE P-TOTAL Y N-AMONIACAL EN LA PRIMERA 

UTILIZACION DE Spirulina maxima INMOVILIZADA EN 

DIFERENTES SOPORTES CON RESIDUAL PORCINO AL 25 Y SO ' 

SOPORTES PORCENTAJE DE REMOCION 

P-TOTAL N-AMON IACAL 

RESIDUAL PORCINO AL 25 ' 

APG 15.72 73.42 

AGAR 99.66 93.75 

KAPPA-CARRAGENINA 93.00 93.48 

RESIDUAL PORCINO AL SO ' 

AGAR. 97. 00 93.00 

KAPPA-CARRAGENINA 93.7 93.00 

RESIDUAL AL 0.12S' 

ALGINATO DE SODIO 90.0 90.00 
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TIEMPO DE VIDA MEDIA 

(DIAS) 

24 

66 

mAs de 78 

87 

mh de 87 
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nutrientes, entre las células inmovilizadas en uno y otro soporte, 

sugiere que la inmovilización con kappa-carragenina y con agar 

es más estable que la de ac. poligalacturónico y alginato, ya que 

este ültimo no toleró altas concentraciones de residual, 

requiriéndose una dilución mayor de éste. 

En cuanto al ac. poligalacturónico, existe poca información 

sobre sus caracterlsticas y aplicaciones .-o. Sin embargo, aunque 

este soporte es muy similar al alginato en su patr6n de 

polimerización,se verificó que presenta 

a los iones fósforo que el alginato, 

estabilidad u, lo que hace posible 

concentraciones mayores 

toleradas por el alginato. 

de residual 

mayor resistencia 

y que retiene su 

su utilización a 

porcino que las 

Con el fin de verificar los cortos tiempos de vida media , 

obtenidos en APG y alginato y comprobar si habla crecimiento 

celular dentro de los soportes, se realizaron algunos 

ensayos cuantificando clorofila. Los resultados obtenidos se 

muestran en la Tabla XI , en donde se observa que en las dos 

primeras reutilizaciones del sistema de APG, sl hubo crecimiento 

celular, mismo que cesó en .la cuarta reutilización. Es 

probable que este soporte a medida que pasa el tiempo 

afecte la viabilidad celular, al competir con las 

células por los iones calcio, dando como consecuencia el 

debilitamiento de la estructura celular y muerte de las 

células. En el alginato de sodio no se presentó 

crecimiento celular ,por lo que es posible que la remoción 

de nutrientes cuantificados haya sido fuera sólo para mantener la 
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Tabla XI CUANTIFICACION DE CLOROFILA EN LOS DIFERENTES SISTEMAS 

INHOVILIZJIDOS 

UTILIZACIONES APG ALGINATO AGAR KAPPA-CARRAGENINJI 

{Clorofila mg/l) 

0,02 0.02 0.02 0.02 

o.02s 0.02 o.o3 0.031 

2 0.03 0.02 0.033 0.03S 

0.032 o.03S 0.03? 

4 0.032 º· 031 0.039 

s 0.032 0.039 0.040 

6 0.03 0.039 0.040 

1 0.03 0.04 0.045 

0.028 0.04S 0.049 

9 0.045 o.os 

10 0.04 0.054 

11 0.039 O.OS? 

lZ 0.04 0.06 

13 0.06S 
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viabilidad del sistema. 

En cuanto al agar y la kappa-carragenina, ambos 

soportes presentaron crecimiento de s. maxima a lo largo de sus 

reutilizaciones. La kappa-carragenina fue el soporte que 

tuvo un tiempo de vida media mayor y una remoción de nutrientes 

más elevada, as1 como un crecimiento mayor. Estos datos están 

de acuerdo con los experimentos de Tyagi & Vembu (1990) 54 1 en 

donde se 

un buen 

reporta 

soporte 

que 

para 

la 

el 

kappa-carragenina 

crecimiento 

constituye 

de algas 

inmovilizadas, cuando se emplean para el tratamiento de aguas 

residuales.Cabe señalar que el agar también resultó un buen 

pol1mero para este tipode biotecnologla. Uo obsta'nte que en 

el presente trabajo las células inmovilizadas en agar 

removieron un elevado porcentaje de nutrientes, y su tiempo 

de vida media fue grande, la configuración utilizando 

discos presentó fragmentaciones. 
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VII. e o N e L u s 1 o N E s 

-Por primera vez se in~ovilizaron células de Spirulina 

maxlma por atrapamiento en los siguientes soportes :acido 

poligalacturónico al (p/v), alginato de sodio al 2\ 

(p/v), agar al 4 (p/•J y kappa-carragenina al l. 25 

adicionado de 0.25 {p/v) de goi:ta karaya, manteniendo sus 

características f isiol6gicas naturales. 

-Las condiciones adecuadas para esta 

inmovilización, fueron utilizando una concentración celular 

de 2g/ 1 de células (base húmeda ) y una concentración de CaC1
2 

de O.lM, tanto para el ac. poligalacturónico como para el alginato 

de sodio. 

-El tiempo de vida media 

de 24 días para el ácido 

días para el alginato de sodio 

de estos sistemas, fue 

poligalacturónico, de 2.J 

66 días para el agar y 

superior a 87 d!as. para la kappa-carragenina. 

64 



:• 

-En residual al 25 \ e"!) el sistema inmovilizado en agar 

presentó las mayores remociones de P-total (99. 66 %) y 

N-amoniacal (93.75 t) con un tiempo de vida media de 66 d1as. 

-En residual al SO\ (' /) el sistema inmovilizado en agar 

presentó las mayores remociones de P-total (97 \) con un tiempo 

de vida media de 87 dias . Con respecto al N-amoniacal a misma 

dilución de residual, los sistemas inmovilizados en 

kappa-carragenina y agar presentaron el mismo porcentaje de 

remoción de 93\ con un tiempo de vida para el primero superior de 

87 dlas y de 87 dias para el segundo. 

-La kappa-carragenina resultó ser el mejor soporte en las 

condiciones experimentales ensayadas. 

-La originalidad del trabajo radica en que con el sistema 

inmovilizado se aplicó el tratamiento terciario de residual 

porcino natural, obteniéndose remociones de nutrientes por 

superior del 90 \. 
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VIII. R E e o M E N o A e 1 o N E s 

En base a los resultados obtenidos, es conveniente 

señalar algunos puntos que requieren de un r:iayor estudio 

para el mejor conocimiento del sistema inmovilizado. 

-Ensayar 

agar, con la 

diferentes configuraciones y tamaños con el 

finalidad de disminuir la desventaja de 

su fraccionamiento. 

- Para 

necesario el 

incrementar 

estudio 

la remoción 

completo 

de 

los 

nutrientes, es 

parámetros que 

afectan a los sistemas fotosintéticos inmovilizados, como son 

temperatura,iluminación, pH y aereación. 

- Los sistemas de microalgas inmovilizadas, a pesar de su 

han sido poco estudiados en nuestro país, por lo que es 

necesario profundizar en su estudio, con la finalidad de 

ampliar sus aplicaciones biotecnol6qicas. 
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APEllDICE A COMPOSICION DEL MEDIO DE CULTIVO L-C 

Reactivos mililitros para preparar un 

litro de •edio 

KN0
3 

5 

K
2
HPO, 

Hgso, 7 H
2
0 

CaN0
3 

l 

FeCl 0.15 1 

Caldo de tierra* 10 

-Esterilizar a 15 lb/pul• durante 15 min. 

-Ajustar pH a 9.0 

-Adicionar 16.8 g/l de NaHC03 

-• Tomar una cantidad de tierra de jardln que ocupe un volumen de 

500ml(P/vl sin compactar y se afora a un litro con agua de la 

llave. Se hierve la mezcla durante una hora y se procede a 

separar por decantaci6n .El sobrenadante se afora a un litro con 

agua de la llave y se hierve nuevamente por una hora. Se deja 

reposar.Después de 24 horas se vuelve a hervir una hora a4s y 

se conserva en refrigeración a 4° c. 

Adaptado de Bourrelly, P.1984 •• 
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APEllDICE B, Composici6n del aedio Zarrouvk 

Soluci6n A
4 

Soluci6n A, 

aeactivos 

Na HC0
3 

K
2
HP0

4 

NaN0
3 

K
2
so

4 

NaCl 

MgS0
4
7H

2
0 

cacl
2 

Feso,7H
2
o 

EDTA 

H
3
eo

3 

MnCl,4H,o 

znso,1tt2o 

caso,stt2o 

Zarrouvk, 1966 J2 

80 

q/l 

16.8 

o.5 

2.5 

1.0 

1. o 

0.2 

0.04 

0.01 

0.08 

1 •l. 

2.86 

l.81 

0.22 

0.0798 
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