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L RESUMEN

Se establecieron las condiciones adecuadas para
inmovilizar filamentos de Ypiawling maxima en ac.
poligalacturénico (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 aerébicamente en concentraciones de 25 y 50 %
13-

Se utilizé un inbSculo de 2g/l {base humeda) y una
concentracién de cloruro de calcio de 0.1 M como solucién
precipitante, para APG y alginato de sodio; con respecto a la
kappa-carragenina se utilizé el mismo inéculo y una solucién de
cloruro de potasio 0.3 M.

El tratamiento terciario que realizaron estos sistemas
inmovilizados (soporte-células) se evalué mediante la' remocién de
N-amoniacal y P-total. Los resultados indicaron que cuando se
utilizé agar, se alcanzaron las remociones de 93.7 % para
N-amoniacal y de 99.66% para P-total, en residual porcino al
25% y para residual al 50% fueron de 93% N-amoniacal y de 97%
para P-total. §in embargo el agar presenté la desventaja de
fraccionarse a medida de su reutilizacién, reflejédndose en su vida
media que fue de 66 dias para residual al 50 t y de 87 dias para
residual al 25 %,Con la kappa-carragenina se logré una remocién 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 dias. Para el residual



al 50% y este nismo soporte,la remocién fue de 93.7 § para
P-total y 63 § para N-amoniacal, siendo su vida nedia mayor de
87 dias.

En cuanto al APG y alginato de sodio, ambos soportes
presentaron la desventaja de disolverse en presencia de iones de
fésforo, y sélo toleraron diluciones de residual de 25% en el caso
del APG y de 0.125% en el de alginateo, con remociones de 85.72 ¥
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 resulté ser el soporte en el cual el
sistema inmovilizado presenté las mayores eficiencias de remocién

de nutrientes y tiempo de vida media.



Tabla | ANTECEDENTES DE MICROALGAS INMOVILIZADAS

ESPECIE

TECRICA DE
IRMOVILIZACION

RAZON DE
ESTUDIO

Anabaena azollae

A. cylindrica

A. cylindrica

Anacystis nidulans
A. nidulans
Chlorella emersonii
C. vulgaris
Dunaliella parva

y D. tertiolects
Nostoc muscorum
Oscillatoria limnetica
Phormidium

P. laminosum
Scenedesmus acutus

y S. obliquus
Scenedesmus obliquus

Scenedesmus quadricauda

blogues de poliuretano

alginato

blogues de poliuretano
y esferas de vidrio
agar

agarosa

alginato

agarosa y agar

alginato

agar
bloques de poliuretano
alginato

alginato, agar

carragenina

poliuretano

carragenina

produccion de hidrégeno

produccién de amonio

produccioén de hidrégeno

co-inmovilizacién
biotransforancion
glicolato

co-inmovilizacién

producci6n de glicerol

producc {6n de hidrégeno
produccion de hidroégeno
electricidad

produccién de hidrégeno

remocién de P y N

produccién de hidrégeno

remoci6n de N y P

Adaptado de Robinson, Mak and Trevan {1386} 9.



I. INTRODUCCION

Las aguas residuales que como producto de las actividades
humanas, agricolas y pecuarias se han hecho cada vez wmis
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 rios, o bien son dejados a cielo abierto,agravando
el problema de la contaminacién.

En México, una de las actividades agropecuarias m&s importantes
es la porcicultura. La poblacién nacional aproximada de ganado
porcino es de 18 millones de cabezas, produciendo un total de 1840
kg de materia fecal seca por afio Ifiiguez (1989)1, lo gue representa
un problema de contaminacién, debido a la presencia de un
alto contenido de materia orgéanica, constituyendo un medio ideal
para la proliferacién de microorganismos patdgenos .

Durante los (Gltimos afios se han aplicado algunas
alternativas para el tratamiento y aprovechamiento de estos
residuos.z2. Una de ellas, ademds de la depuracidén natural, es
el uso de cultivos de microalgas, que pueden utilizarse con un
doble propésito; por un lado, la obtencién de biomasa para
consumo animal y por otro, la de proveer de un tratamiento
terciario para efluentes nmunicipales & agricolas, ya que las
microalgas remueven de manera eficiente Autrientes como
nitrégeno { amonioc o formas inorgdnicas oxidadas de amonio )} y

fésforo ( ortofosfatos y fésforo total ), causantes de la



eutroficaciédn cuando se vierten en cuerpos de agua
naturales 3,4,5.

sin embargo, existen algunos problemas al desarrollar
estos cultives, como son : 1) la construccién de lagunas de gran
extensién, 2) costo, 3) necesidad de condiciones climaticas
adecuadas y 4) recuperacién de la biomasa. Con relacién a este
Gltimo problema se han propuesto algunas soluciones como el uso de
cultives hiperconcentrados en periodos de tiempo muy
cortos,obtencién de productos de alte valor agregado utilizando
tecnologias de invernadero, etc.s,?

El problema de la recuperacién de la biomasa se agudiza
cuando se trata de algas unicelulares como Bhlorella y Ycenedesmus,
de aguf que en los Gltimos afios, las investigaciones se han
orientade a la wutilizacién de géneros de algas de tasmafios
celulares grandes o filamentosas como Spirulina maxima, la cual
debido a las caracteristicas de su biomasa, ha sido utilizada con
fines de alimentacién después de su cultivo en aguas residuales, o
bien se prefiere utilizar algas que posean caracterfisticas de
autofloculacién como Phormidium ,8,5,1s..

Una alternativa de solucidn para est;z problema es 1la
aplicacién de la técnica de inmovilizacién, la cual se define como
S| confinamiento fisico de un nmicroorganismo en una regién
definida, con retencién de su actividad catalitica, si es
posible conservando su viabilidad, pudiendo utilizarse repetida
y continuamente "s, 9. Los sistemas inmovilizados presentan las
siguientes ventajas: 1) la preparacién de la matriz disminuye la

eliminacién o fuga de las cé&lulas; 2) proveen de proteccién a



las células contra impactos externos; 3) mantienen estable y
activa la biocat&lisis por largos periodos de  tiempo; 4) son
menos susceptibles a problemas de contaminacién, por lo que se
puede trabajar en condiciones no  estériles Yy 5) los
microorganismos inmovilizados son reutilizables y pueden emplearse
en procesos continuos, permitiendo un control cuidadosc de los
parametros de la reaccién s,10.11,12.

En los Gltimos afios se han explorado estos sistemas,
principalmente con objeto de aplicarlos en las siguientes 1lineas
de investigacién ¢ 1 1) biocat&lisis, realizando biotransformacio-
nes y biosintesis de novo 13,14; 2)produccién de energfa (Hidrdgeno
y electricidad) is.isa7; 3) sistemas de co-inmovilizaciédn con la
produccién de oxigeno o reduccién de NADP por componentes
heterdtrofos 1s,17,38 ; 4) prolongacién de la lengevidad de los
cultives y é) acumulacidn de materijales residuales (tratamiento
terciario de aguas residuales ) 1s,.20,21,2270. .

Actualmente son pocos los trabajos que se han hecho sobre
inmovilizacién de microalgas, Tabla I, por lo que es necesario
implementar el estudio de soportes adecuados con diferentes

propésitos.



. 0OBJETIVO

Establecer la metodclogia para la inmovilizacién
de células de Spirulina maxima, utilizando
diferentes soportes,con el objeto de utilizarlas
en el tratamiento terciario de residual porcino
natural, asi como contribuir al conocimiento de

estas nuevas tecnologias.



I¥. ANTECEDENTES

La utilizacién de microalgas en el tratamiento bjolégico de
aguas residuales, fue propuesto hace 35 afios por Cadwell (1946) 3,
Oswald & Gotaas (1957} « .quienes demostraron gque organismos como
cianobacterias y cloroficeas son capaces‘ de asimilar los
nutrientes presentes en los residuales, realizando un tratamiento
terciario.

Recientemente en paises como Canad4, Francia, Hawaii, Estados
Unidos y México se ha estudiado el potencial del cultivo de algas
y cianobacterias para e! tratamiento terciaric de aguas
residuales.En Canadd y Francia Laveoie & de 1la Nolle (1989) =
emplearon un cultive de Ycenedesmus obliqguua para llevar a
cabo un tratamiento terciario en efluentes urbanos; Kesaric ,
H.T Nguyen ,Bergonou 22 ,utilizaron ¢plrulina maxima en una planta
de tratamiento de aguas urbanas de Londres, alcanzando remociones
de 87 % para nitrégeno y de 60 % para f6sforo en un lapso de
cuatro dia;.

En Israel, Oron, Shelef & Levi (1979) 23, utilizaron a ¥plwlina
mazima para el tratamiente terciario de residual vacuno, y
obtuvieron una produccién de biomasa de 3g/l. En Hawaii Chiu et
al (1980)x cul tivaron Ypinulina platenaia para llevar a cabo 1la
fermentacién de residual porcino., En Estados Unides, Martin &
Picard (1985)2s cultivaron fcenedeamus sp. en residual porcino
aerobio, obteniendo remociones del 98 % para nitr6geno amoniacal

y de 95 1 para ortofosfatos, en 10 dias, En



Francia, Pouliot e af (1989) 20 cultivaron Phawmidmm Sp en
efluentes domésticos, alcanzando remociones de 95 % para
nitrégeno amoniacal y de 62 % para ortofosfatos.

Se ha ohservado gue el desarrollo de microalgas en efluentes
tratados, reduce la demanda bioguimica de oxigeno (DBO)7.27,2829
ya que debido a sus capacidades fotosintéticas y estos
organismos convierten la energfa solar en biomasa rica en
proteinas 7 misma gque puede ser utilizada como suplemento
en dietas de animales, en acuacultura para alimentar peces,
moluscos Yy crustaceos, como fuente de energfa, combustible,
fertilizantes y productos quimicos de alto valor agregado
$.15,30,31.

Como ya se mencion6, uno de los problemas de la utilizacién de
cultivos de microalgas en suspensién es la recuperacién y uso de
la biomasa , lo que hace pensar en la necesidad de contar con un
método que ademds de solucionar lo anterior, permita un mayor
control del cultivo y un pos‘ible incremento en la remocién de

nutrientes durante el tratamiento terciario de residuales.
IV.1 CARACTERISTICAS DE LA ESPECIE

Spirulina maxima es una cianobacteria filamentosa
pluricelular, que crece en lugares salobres poco profundos y
cdlidos como el Lago Chad en Africa 32 y el lagc de Texcoco 13 en
México., Consiste de filamentos azul-verdes, compuestos por cé&lulas
cilfndricas, con un diSmetro de 1 a 3 micras, dispuestas en un

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



un giro de 80 micras a.Los filamentos son méviles a lo largo de
su efe. No presentan heterocistos. La forma helicoidal de los
tricomas es caracteristica de easte género Yy s6lo se
mantiene en nedio ligquido, en tanto que en medio s6lido
llega a formar grandes espirales planas.

Su ciclo de vida se inicia con el rompimiento continuo de sus
tricomas formando varias piezas, este rompimiento se lleva a cabo
pdr la formacién de células especializadas llamadas necridias
las cuales adelgazan la pared del tricoma, a este fénomeno se le
conoce como lisis. La fragmentacién de los tricomas  en las
necridias produce un deslizamiento y la formacién de una serie de
2 a 4 células, llamada hormogonia, la cual formard un nuevo
tricoma. Durante este proceso el citoplasma parece menos
granulado, de un color azul-verde pélido, al incrementarse el
nimere de células de la hormogonia por fisién celular, el
citoplasma parece menos granulade y las cé&lulas toman un color
azul-verde brillante; los tricomas incrementan su longitud y
asumen 1; tipic® forma helicoidal, repitiéndose el ciclo, como
puede verse en la Figura 1 20.

En cuanto a su requerimiento de 1luz, S. maxima es
fotoautotréfica y ne crece en la obscuridad en npedios que
contengan carbono orgdnico como sustrato, debido a ésto la
intensidad y duracién de la luz, es un factor limiiante ya que a
mayor densidad celular se produce una capa donde solo captan la
luz las algas de la superficie, deteriorindese las del fondo 19.

En cuanto a sunutricién, una fuente de nitrégenc para

Spirulina maxima, son 1los nitratos vy sales de amonio en

10



HORMOGONIA

NECRIDIA

% TRICOMA

FORMA
HELICOIDAL

Figura 1. Cicla de vida de Spirulina maxima Richmond {1980)z.
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concentraciones menores de 100 mg/l, asitambién los iones sodio y
potasioc son indispensables para su crecimiento en una relacién
de 5:1 a1, 232. Otro elemento esencial esel fésforo orgdnico que se
usa como fuente primaria, siempre y cuando sea hidrolizado
por enzimas extracelulares como las fosfatasas, que realizan
una reaccién energética dependiente de la luz, donde la velocidad
de consumc depende de la presencia de iones sodio, potasio y
magnesio 20,21.

Uno de los factores limitantes para el crecimiento de ¥,
mazima es la alcalinidad, reflejada en un pH &ptimo entre 8.3 y

11.0, aunque es capaz de tolerar cambios progresivos.

IV.2 METODOS DE INMOVILIZACION

Los estudios de inmovilizacién comenzaron en 1916, con
Nelson & Griffin 1 aplicdndose a enzimas . Posteriormente en
1918, se realizé la primera inmovilizacién con células
completas del 1liguen Umbilicania  poatulata, atrapadas en gel
de poliacrilamida 1.

A partir de la década de los 60's se incrementé el interés
por los sistemas inmovilizados aplicados a enzimas, debido a los
problemas gue involucra la extraccién de enzimas, particularmente
en el caso de que sean intracelulares, por &sto se planteé 1la
alternativa de inmovilizar microorganismos completos.

El primer ejemplo de inmovilizacién artificial de
microorganismos fue descrito por Mosbach & Mosbach (1966) 1. En

forma similar se ha llevado a cabo la inmovilizacién de microalgas

12



utilizadndose en el tratamiento de purificacién de aguas por
Robinson & Trevan en 1986 ¢ .

sin embargo también existen limitaciones para aplicar la
técnica de inmovilizacién, comc son : tamafio celular, los
nutrientes deben ser de bajo peso nolecular para
mininizar las limitaciones de difusién y la presencia de otras
actividades que disminuyan la asimilacién de nutrientes
3¢

Los principales métodos de inmovilizacién son :
entrecruzamiento, enlace covalente, adsorcién y atrapamiento por
fibras o microenecapsulados, los cuales han sido estudiadoes por

varios autores ( Tablall}.isn. Entre ellos los mis utilizados

para inmovilizar microalgas son : el atrapamiento y la adsorcién.

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

particularmente de sus estructuras filamentosas de invadir vy
colonizar, formando una natriz. Entre los soportes mas
utilizados para estos fines estdn el poliuretano, la espuma de
polivinile y la fibra de vidrio.s

Los mecanismos de atrapamiento se clasifican en cuatro
grupos principales y sus mecanismos de formacién Be
encuentran en la Tabla I11II,2.

Estos sistemas permiten : la retencién de viabilidad,la
capacidad de realizar la fotosintesis, alta densidad celular,
productividad continua, minima eliminacién de células del soporte
y mayor estabilidad del proceso .

Unc de los factores m&s importantes es el estudic de los

13



Tabla II METODOS DE INMOVILIZACION
METODOS DE SOPORTES Y AGENTES HECANISMOS

INMOVILIZACION ACOPLANTES

ENTRECRUZAMIENTO Glutaraldehido, Interacciones guimicas

ENLACE COVALENTE

ADSORCION

ATRAPAMIENTO

bDisocianato de

tolueno.

Glutaraldehido,
carbodimida,

Isocianato.

Madera, Ceré&mica
Vidrio poroso,

celulosa, carbén.

Agar, Alginato,
Pectina, Carrage-
nina,Poliuretano,

Acrilamida.

entre el acarreador y
la membrana del orga--

nismo.

Formacién de uniones --

covalentes.

Interacciones electros-
titicas entre el aca---
rreador y la superficie

celular,

Atrapamiento fisico en

una matriz.

Adaptado de Kolot, B,

F. 1981 .
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Tabla III TECNICAS DE INMOVILIZACION POR ATRAPAMIENTO

TECNICA MECANISMO POLIMEROC
. Ionotrépica Formacidn del gel Alginato,
. mediante entrecru- carragenina,
. zamiento iénico. quitosana,
Ac.poligalacturénico
Térmico Formacién del gel Agar,
por calentamiento agarosa
y enfriamento pos=-
terjor.

Polimerizacién Formacién del gel * Gelatina,
por medio de una polifenilenéxido,
reaccién quimica. alginato+gelatina,

Adsorcisn Atrapamiento fisi- Poliuretano,
co, dentro de una nylen,

matriz porosa.

fibra hueca,

resina epéxica

Adaptado de Rehm, H. J. 1987.3¢
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soportes, los cuales deben reunir ciertas propiedades como son :
1) ausencia de toxicidad para las células; 2) aixima
fototransparencia; 3) estabilidad en el medic de crecimiento;
4} resigtencia mecinica vy 5} retencién de 1la
biomasa. Dependiendo de estos factores se pueden adeptar
diferentes configuraciones: cubos, esferas, peliculas y
discos, ,3s.

Entre los soportes m&s utilizados en la  técnica
de atrapamiento para microalgas est&n: el alginato de sodio, que
es un polisscarido presente en la pared de algas wmarinas
como  Mycrocystis pyrifera L., Laminaria  hyperborea,L. Y
Ascophylium medusum L., a7, gque forms geles con soluciones
Scidas, & en presencia de calcio y otros cationes, formando una
malla a través de los iones calcio o hidrégenc donde quedan
atrapados los micoorganismos 37,40,47.

La quitosana, que es un polimero auy estable y con uns gran
perssabilidad para la célula, Es un derivado de la quitina y es al
segundo biopolimero m&s abundante en la naturaleza. ».a

La kappa-carragenina que es un polisacérido sxtraide de algas y
que consiste da unidades de B-a galactosa-2 sulfato y 3,6 anhidro
D-galactosa. Este gel se forma por una diferancia de temperatura y
por la presencia de iones K*, NH*‘ Y Ca”,u muy estable y soporta
un amplio rango de pH 11,43,

El acido poligalacturénico, que es un derivado de la pectina,
su gelificacién es similar a la del alginato de sodic. En
el Departamento de Biotecnologla y Bioingenieria del CINVESTAV-IPN

se ha utilizado este soporte con éxito en la inmovilizacitn

16



de bacterias, para 1la transformacién de = esteroides,
inmovilizacién de levaduras para la obtencién de etanol
e inmovilizacién de células de Capsicum chinnense para la

obtencibn de capsaicinoides.s,3s,35.
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V. MATERIALES Y METODOS
V.1 NICROORGANISMO

Se empled una cepa de Ypiwlina maglma proporcionada
por la Cfa Sosa Texcoco, S.A., la cual se conservé enh tubos
inclinados de agar-2arrouvk, haciendo resiembras cada 20 dfas e
incubande a 20° con iluminacién constante de 2000 luxes

durante 96 horas,
V.2 NEDIOS DE CULTIVO

Los medios de cultivo que se utilizaron fueron :
Medio de tierra, PBourrelly 33 con un pH

ajustado a 8.0 to.1. Apéndice A

Zarrouvk Nedic sintético, con un pH 8.5, Apéndice B n.

Residual porcino Efluente obtenido de un tratamiento secundario
el cual es estabilizado por  aereacién

continua. Figura 2 3.

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

autoclave a 15 lb/pulg® durante 15 minutos.

.18



1 kg (base himeda ) de excreta porcina
.
20 1 de HZD de la llave aereada
durante 24 hrs

}

Homogenizar 20 min

!

Tamizar en una malla ® 30 Tylor

Sobrenadante S6lidos

! !

Reposar 20 min

Desechar
a temperatura ambiente
Decantar
|
sé6lidos . Sobrenadante
Desechar

aereacién vigorosa constante hasta
un valor estable de DQO

(aproximadamente & dfas)

l

r 3 a 4 dias en refrigeracitn a

(]
Decantar
S6lidos Efluente establilizado
1 para utilizar con

microalgas inmovilizadas
Desechar

Figura 2. Preparacién del residual porcino

Nota: La excreta porcina se obtuvo de un cerdo control alimentado

con una djeta a base de alimento balanceado comercial en el
bioterio  del CINVESTAV.



V.3 SOPORTES

Alginate de sodio de alta viscosidad, obtenido de Machocyatie
pynifena; acido poligalacturdnico grado III , obtenido de naranja;
Kappa-carragenina grado 1II,obtenida de £. caltanl. Estos soportes

fueron adguirides de Sigma Chemjcal Co.; agar bacteriolégice Difco.
V.4 REACTIVOS QUIMICOS

Ac. 1l1-amino, ~-2-naftel, -4-sulfénice (Fulka AG. Buchs
5.C.}; reactivo de Nessler (Sigma de México).Todos 1los

reactivos fueron grado analitico.
V.5 PREPARACION DEL INOCULO

Se empled un cultivo de Spirulina maxima en fase logarfitmica
de 72 horas, desarrollado en medio de cultive L~C. El cultivo se
colectd por filtracién al vacle, - utilizando wuna membrana
Millipore, con un di&metro de poro de 0.45 micras y se lavé dos
veces €on una soluciédn de KC1 al 5 % ('/v), el paguete
celular dque se obtuvo se utilizé para la inmovilizacién por

atrapamiento.
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V.6 INMOVILIZACION DE CELULAS DE Spirulina maxima EN LOS DIFERENTES

SOPORTES.

V.6,1 ACIDO POLIGALACTURONICO

Las células de S, maxima se atraparon en ac.
poligalacturénico al 4% (p/v), formando esferas gue contenfan a
las células cuya polimerizacién se llevé a cabo al ponerse en
contacto con una solucién de caclz,en forma similar a la técnica
descrita por Montes (1989) . El soporte se prepard dejando
hidratar el &cido poligalacturénico en agua destilada, con
agitacién constante, y ajustando el pH con una solucién de
hidréxido de amonio concentrado, hasta lograr su estabilizacién
a un PpH de 8.0. Se tomaron 29/l base haneda del paquete
celular de Spirulina maxima y se llevé a cabo su homogenjzacién
c¢on el gel mediante agitacién magnética constante.

Las esferas se prepararon con ayuda de una pipeta
acoplada a una bomba peristiltica, Cole Parmer Mod. 701400, con
una manguera de tygon de un 1 mm de dismetro interno, dejando
gotear la mezcla de gel-células sobre una solucién de cloruro de
calcio 0.1M pH 8.0, con agitacién constante y a temperatura

ambiente, tal y como se observa en la Figura 1., Las esferas se
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Figura 3, Dispositivo empleado para la inmovilizacién de Spirulina

maxima.
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formaron inmediatamente al ponerse en contacto con la solucién
de cloruro de calcio, en donde se conservaron 2 h, a
temperatura ambiente con objeto de darles mayor resistencia
mecinica. Posteriormente se lavaron con agua destilada y se
resuspendieron en medio L~C manteniéndose en refrigeracién

para su reactivacién.

V.6.2 ALGINATO DE SODIO

Las células de s, marima se atraparon en
alginato de sodio al 2% (p/v), formando esferas, en forma similar
a la técnica descrita por Ohlson (1973) 3, empleindose 2 gramos de
células por litro (base himeda) de ¥. marima y dejandose gotear
sobre una solucién de caclz.Las esferas se dejaron repocsar en esta
solucién por dos horas y posteriormente se pasaron a medio

1.-C para su reactivacién.

V.6.3 AGAR

Se utilizd agar al 4 ¥ (p/v) Qisuelto en agua destilada y
esterilizado a 15 1b/pul® durante 15 minutos.Una vez a 45°C,se
mezcld con el paquete celular de Ypiudina marima (2 g/l peso
hGredo), se homogenizé con agitacién y se vacié en cajas de Petri
dej&ndose solidificar. Posteriormente se formaron discos de

3-5mm de di&metro con un espesor de 5mm, 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 refrigeracién para su posterior utilizacién..En la Figura 4

se observa inmovilizacién de Y. marzima en discos de agar.

V.6.4 KAPPA-CARRAGENINA

Se inmovilizaron células de Y. marima en kappa-carragenina,
de manera similar a la descrita por De la Noue (1985) ¢ y
que consistié en preparar el gel al 1.5% (p/v) disclviéndose la
kappa~carragenina en agua destilada caliente, adiciondndole
0.25% (p/v) de goma karaya (grado alimenticioc).El gel se mezcld
con las células de ¥. mazima ( 2g/1 base himeda ) a 35° C y se
pasd a través de una pipeta con la ayuda de wuna bomba
peristéltica, Cole Parmer Mod.701400 utilizando una manguera de
tygon de un 1lmm de didmetro interno Yy se dej6 gotear sobre
una solucién precipitante de KCl 0.3 M a temperatura
ambiente. Las esferas que se formaron al ponerse  en
contacto con 1la solucién 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

. utilizacién.

V.7 MANTENIMIENTO DE LOS CULTIVOS INMOVILIZADOS

Tanto los sistemas de células libres como inmovilizadas, se
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Figura 4 Fotomicrografia de microscopio 6ptico (10X} de Yplwlina

marima inmovilizada en discos de agar,
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incubaron bajo las siguientes condiciones: iluminacién continua
de 2000 luxes; temperatura de 25 b 5°C, y aereaciédn constante
de aproximadamente 2.5 wvm. Los cultivos en suspensién se
mantuvieron en matraces Fernbach de 2800 ml , conteniendo 1000 ml
de medioc L-C , Zarrouvk & residual porcino, segin 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 aereacién y 1luz constantes.

V.8 REMOCION DE NUTRIENTES

Las microalgas inmovilizadas en los diferentes soportes, se
colocaron en los reactores tipo columna de 250 ml contenjendo 100
ml de diferentes concentraciones de residual porcino estabilizade
aerébicamente al 25 y 50 % ("/v) en las condiciones ya
descritas. Se tomaron muestras del efluente de la columna cada 24
horas, al cabo de las cuales se cuantificaron los nutrientes

fésforo total y nitrdgeno amoniacal.

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

SOBRE LA REMOCION DE NUTRIENTES.

Para determinar el efecto de la concentracién celular
inmovilizada, sobre 1la remocién de nutrientes, se hicieron
esferas conteniendo 0.5, 1.0, 2.0y 3.0 g / 1 en base humeda,

de células de s, maxima ' cuantificandose P-total Yy
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N-amoniacal.

Para medir el efecto de la concentracién de cloruro de
calcio, come solucién precipitante para alginato de sodio y ac.
poligalacturdnico, sobre la remocién de nutrientes por células de
S. maxima ) se utilizaron diferentes concentraciones de
cloruro de calcio ( 0.1, 0.2 y 0.3 M) y se cuantificé el

nitrégenc amoniacal y fésforo total.

V.10 DETERMINACION DEL TIEMPO DE VIDA MEDIA

Una de las caracteristicas de los sistemas inmovilizados, es
la posibilidad de su reutilizacién, la cual estid en funciébn de
su tiempo de vida media. Se entiende por tiempo de vida media : el
tiempo en el cual se llega a un S0 % de vremocién de
nutrientes.De acuerdo a 1lo anterior se determiné 1la vida

media de los sistemas inmovilizados bajo estudio. 47,

V.11 DETERMINACIONES CUANTITATIVAS

las determinaciones de fésforo total se hicieron por el
método de Fiske-Subbarow i y el nitrégeno amoniacal por el
método de Nessler 4. También se determiné 1la Demanda Quimica
de Oxigeno (DQO) y Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO) por el
método descrito en APHA, 1985 s1, y 1la determinacién de
clorofila , como analisis indirecto de crecimiento por

el método de acetona-agua, descrito en APHA, 1985, so.
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V.RESULTADOS Y DISCUSION

Con el objeto de determinar el tiempo en que el cultivo se
enc;ntraba en fase logarimica, se llevaron a cabo cinéticas de
crecimiento en mediec Zarrouvk y en L-C Grafica 1, utilizando
cultivos en suspensién . Los resultados nos indicaron que a las
72 h y 96 h respectivamente el cultivo ya se encontraba en
la referida fase, por 1lo que Jla cosecha de células para
inmovilizar se hizo a estos tiempos. Se inmovilizaron células de
S. maxima en diferentes soportes empleando un inéculo de 72 hrs
y s8e determiné la remocién de fésforo total y nitrégeno
amoniacal de residual porcino al 25 Y 50 L (velv)s
utilizando reactores tipo columna operandoc en forma semicontinua y
tomando muestras cada 24 horas.

El método de inmovilizacién por atrapamiento resulté sencillo
y permitié obtener una distribucién homogénea de las células, en
cada soporte utilizado.

Tanto la configuracién de esferas como la de discos,
mostraron suficiente rigidez y buenas propiedades mec&nicas,
que permitieron su incubaci6tn en sistemas agitados con flujo

continuo de aire.
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VI.1 INMOVILIZACION EN AGAR Y KAPPA-CARRAGENINA

Cuando las células fueron inmovilizadas en agar y en
kappa~carragenina, la gelificacién estuvo determinada por la
disminucién de la temperatura de 43 a 37°C .Cabe mencionar gque
la kappa-carragenina adem&s de gelificarse por la diferencia de
temperatura, también necesita de una solucidn precipitante
de cloruro de potasio, la cual contribuye a lograr la
polimerizacién, otorgé&ndole mayor resistencia al gel 3., por 1lo
que es necesario tener cuidado con los microorganismos

sensibles a esta temperatura como es el caso de ¥. marima 32,51.

VI.2 EFECTO DE LA CONCENTRACION CELULAR SOBRE LA INMOVILIZACION

DE S. maxima

Uno de los factores importantes en la inmovilizacion de
microalgas que contribuye a crear un microambiente, aesg
la concentracién de células dentro de 1la esfera ,ya gue
puede afectar tanto la velocidad de difusién del sustrato
como la de los gases (Co2 Yy 02) . Por otro lado puede rspercutir
de manera negativa en la asimilacién de nutrientes y causar
ademds el rompimiento de la esfera & disco, al existir una
concentracién excesiva de microorganismos y de gases, Hulst et al
{1987) 17.5s2. Con objeto de evitar este problema se ensayaron
diferentes concentraciones celulares y se evalué la remocién de

nutrientes ( fésforo total y nitrégeno amoniacal ) como parémetro
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indicativo para determinar el tamafio de inéculo mis adecuado.

La concentracidén celular a la cual se obtuvieron los mejores
resultados fue de 2g/) de células, peso hinedo,risma gque
se determind en ensayos de APG y se hizo extensiva para todos los
experimentos posteriores. También se deternminé si esta misma
concentraci6n celular era la nas adeC\:mda para llevar a cabo 1la
remocidn de nutrientes como se aprecia en la Tabla IV con
células 1inmovilizadas en ac. poligalactdronico (APG). Fue
posible observar gue a concentraciones mayores de 3 gramos de
células por litro, se presentaron problemas para 1a formacién
de la esfera, es decir no hubo buena polimerizacién del gel, 11,

El porcentaje de remocién de nutrientes aumentd en forma
proporcional al tamahfo del inéculo hasta 2g/1. Con concentraciones
celulares de 3 g/1, disminuyeron estos porcentajes. Esto se
puede atribuir a gque el exceso de células pudo provocar
la formacién de una capa celular, en donde s8lo captaron la luz
las algas de la sup'erti.cie, deterior&ndose las del centro
(Redalje, D.G. et al 1989)a. También se ha observado gue la
concentracién de algas en un sistema . inmovilizado afecta la
actividad fisiolbéica‘celular, por la limitacién de la luz en el
interior. Este fenfmeno fue observade también en cultivos
hiperconcentrados en suspensién por de la Nolle et al (1983)s.

Los trabajos relacionados con la utilizacién de microalgas
inmovilizadas para el tratamiento terciario de residuales, son
escasos (Tabla V) s, ya que los conocimientos que se tienen
sobre los aspectos bioguimicos y fisiolégicos de las células

en confinamiento son limitados. Sin embargo, se menciona gque 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 Remocioén
(g/1) base himeda P-total N-amoniacal
0.5 3.85 1.67
1.0 6.92 3.34
2.0 9.24 4.17
3.0 0.77 0.84

Condiciones del experimento:

-Inbculos en fase logaritmica de crecimiento
-Tiempo de incubacién 24 horas.

~Luz y aire continua.

-Temperatura ambiente.

-Medio L-C.
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Tabla V' SOPORTES UTILIZADOS PARA INMOVILIZAR MICROALGAS

TRATAMIENTOS DE AGUAS RESIDUALES,

EN

ESPECIE TECNICA DE INMOVILIZACION RAZON DE ESTUDIO
Scenedesmus acutus Carragenina Remocién de N/P. &
Scenedesmus obliquus Carragenina Remocién de N/P.
Scenedesmus quadricauda Carragenina Remociébn de N/P. s¢
Phormidium sp. Quitosana Remocién de N/P. 53
Chlorella sp. Alginato de sodio Remocién de N/P. 1
Adaptado de Robinson, P. K, Mak, A. L. and Trevan, M.D (1986) »
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incremento en las concentraciones celulares ocasiona
problemas de limitacién de oxigeno vy Co,, que se puede
manifestar en la asimilacién de nutrientes (Tanaka,H.
Matsura & I.A.vValikmy, 1984 ss; Gosman, B, & H.R.Jorgen

1986 ss, Anderson, G.J., 1986 s? y Robinson,P.,et al, 1986 s ).

VI.3 EFECTO DE LA CONCENTRACION DE CLORURO DE CALCIO SOBRE LAS

CELULAS DE Spirulina maxima

El calcio es un nutriente inorginico requerido por las
microalgas para mantener su estructura y llevar a cabo el
transporte iénico,por lo que su ausencia o exceso puede afectar
la fisiologia de la célula y por lo tanto la asimilacién de
nutrientes. También es necesario para la formacién de la pared

celular y la movilidad ss,e0,6¢. Tabla VI. Debido a que algunos' de

los soportes utilizados en este trabajo, requieren del
calcic para formar su estructura gelificante como el
alginato de sodio y el ac. poligalacturénico, fue necesario
observar el. efecto del cloruro de calcio sobre las

células y sobre la polimerizacién de los geles e .

En estudios preliminares con microalgas inmovilizadas en
alginato de sodio y ac. poligalacturbnico se reportd que para
e;te gel se requiere una concentracién de clorurc de calcio de
0.1 M 17,4058, Basados en esta informacién, se ensayaron
concentraciones crecientes de cloruro de calcio para
inmovilizar Spirulina maxima en ambos polimercs y se determind

su efecto sobre la remocidén de fbsforo total y nitrégenc
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Tabla VI PAPEL DE LOS NUTRIENTES INORGANICOS EN EL METABOLISMO

DE ALGAS.

Elemento Funcidn probable Componentes
Componente de mayor Aminoacidos,purinas,
Nitré&geno importancia metabdlica pirimidas,amino azi-
cares,porfirinas y
aminas.
Estructural,transferencia ATP,GTP,acidos nuclei-
Fésforo de energia. cos, fosfolipidos, co-
enzimas, coenzima A,
fosfoenol piruvato.
Regulacién osmética,con-- Formacién de com---
Potasio trol de pH, estabilidad puestos iénicos.
y conformacidén proteica.
Estructural, activacién Carbonato de calcio
Calcio enzimdtica y transporte
iénico.
Pigmentos fotosintéticos, Clorofila
Magnesio activacién enzimitica.
transporte iénico y es--
tabilidad ribosomal.
Activacién enzimatica, Nitrato reductasa
Sodio balance hidrico y enzi-
mas.
Cloro Fotosistema II Terpeno.

~Datos presentados en el primer Curso Internacional de Tépicos

Selectos en el cultivo de las Microalgas,

D,F.1990.

CINVESTAV-IPN México
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amoniacal. Ep la Tabla VII, se presentan los resultados obtenidos
con ambos polimeres, en donde se aprecia que al utilizar una
concentracién superior a 0.3 M de cloruro de calcio para la
gelificacién, se observé una remocién menor de los nutrientes
antes mencionados, mientras que a concentraciones de calcio
menores, la remocién fue mayor . La tendencia a una baja
remocién 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 presentd
una plasmolisis celular segin se pudo observar al
microscopio, impidiéndose la asimilacién de nutrientes.
Bidwell (1979) 58 & Baker (1983) s0 reportaron que el
calcio es un catién que se requiere para el
crecimiente de las wiecrcalgas B especialmente para la
formacién de la pared celular y para la movilidad, Kropt
& Quatrano (1987) e, Holmgren, Hustetter & Scholes, (1971)s2
reportaron que el exceso de calcio puede ocasionar 1la
formacién de complejos insolubles que limitan la captacién de
calcio por las células,manifestando una deficiencia de éste vy
presenténdose en consecuencia la plasmolisis celular.

Una vez establecidas 1las condiciones de la solucién
precipitante y el tamaflo del inéculo,la inmovilizacién se llevé
a cabo con una concentracién de cloruro de calcio de 0.1 M para

alginato de sodio y &c poligalacturénico.
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o Tabla VII EFECTO DE LA CONCENTRACION DE CLORURC DE CALCIO SOBRE
: Spirulina maxima INMOVILIZADA EN ALGINATO DE SODIO Y
AC. POLIGALACTURONICO,

ClClz Pérdida de Plasmolisis Resistencia
(Molaridad) Pigmentacion celular* mecénica
0.1 menor menor buena
0.2 regular regular buena
0.3 mayor mayor buena

Condiciones del experimento:

=-Inbculo de 2 g/l en base himeda,para ambos soportes.
-Tiempo de incubacién de 24 hrs.

. * Observacién al microscopio.
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VI.4 EFECTO DE LA ALCALINIDAD Y CONCENTRACION DEL RESIDUAL PORCINO

EN LOS SISTEMAS INMOVILIZADOS,

El tratamiento terciario con microalgas, se aplicé al
efluente secundario de la digestién aerobia del residual porcino,
coen el objeto de disminuir el <contenido de nutrientes
inorgénicos y permitir la reutilizacién del agua tratada, en
diferentes actividades como son limpieza, riego & su vertimiento
en cuerpos de agua evitando eutroficacién y por lo tante
contaminacioén.

En la Tabla VIII, se muestran los resultados de la
caracterizacién del residual porcino y se observé que tiene wuna
relacién N:P de 1.5:1, con un pH de 7.5, 2Zarrouvk (1966)
32 reporté gque la alcalinidad es un factor limjitante para el
crecimiento de S.maxima 1la gue se refleja en el pH de 8.3 a 11.0,
y recomendd para el medio sintético la adicién de 16.8 g/l de
bicarbonato de sodio. De acuerdo a ésto se adicionaron 16.8
g/l de bicarbonato de sodio al residual porcino para alcanzar un
pH entre 8.0 y 9.0.

El alginato de sodio y el APG son f&ciles de manejar y
presentan buenas propiedades mec&nicas, sin embargo tienen 1la
desventaja de disolverse frente a los iones fosfato y citrate
Kolot,( 1981 ) ss,e3. Por lo anterior y en base a los resultados
de la caracterizacién del residual porcino, se empledt a éste
diluido al 25 § y 50 & ( 25 6 S0 partes de residual por ?5 6 50
partes de agua de 1la 1llave ). Dainty, et al (1986) s ,

reportaron que la adicién de cloruro de calcio o cualquier fuente
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Tabla VIII CARACTERIZACION DEL RESIDUAL PORCINO ESTABILIZADO POR

AEREACION A DIFERENTES CONCENTRACIONES.

CONCENTRACION DEL RESIDUAL PORCINO

PARANETROS AERORIO

100% 50% 25%
P-TOTAL 80mg/1l 40mg/1 23mg/1
W-ANONIACAL 120mg/l 60mg/1 28mg/l
PH 9 9 9
DQo 400mg/1 215mg/1 110mg/1l
DBO 520mg/1 260mg/1 130mg/l
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de calcio, aumenta la tolerancia del alginato de sodico a 1la
presencia de iones fésforo en el medio. Sin embargo, S. maxima es
sensible a concentraciones elevadas de calcio, por lo que se
procedié a ensayar diluciones mayores del residual y se determind
que al 0.125 & ( 0.125 partes de residual por 99.8 de agua ) no se
afecta la polimerizacién del gel, ni se presenta dafio celular. Los
exper imentos posterjores se llevaron a cabo con esta
concentracién. Por otra parte, se observd de nanera
cualitativa,que al adicionar cloruro de calcio al residual
porcino el cual se encuentra a pH de 9 ,con el objeto de reforiar
la polimerizacién del alginato de sodio y del APG , ocurris
una precipitacién de fosfatos,provocdndose turbidez y un
aumento de 1los fosfatos en el medio, lo gque ocasions una
severa despolimerizacién de 1los geles. Las esferas de APG
toleraron una concentracién de residual de 25% presentando mayer
resistencia, debido posiblemente a 1la conformacién dsl
polimero, ya que éste forma uniones de tipo sster y
puentes de hidrbégeno con el calcio, lo que no ocurre con al
alginato de sodio. (Gliscksman, 1970)s7.

En cuanto a la concentracién del residual no se utilieé al
100% ('/'), ya gque al mnmicroscopio se pudo observar gque
las particulas gue tiene en suspensién, cubrian el exterior
de las estructuras inmovilizadas en los diferentes
soportes, sin penetrarlas, pero obstruyendo la asimilacién
de nutrientes y el paso de 1la 1luz. Nilson, (1984) s
sefialé que los soportes empleados en la

inmovilizacién, presentan un tamafio de poro determinado, por
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lo que recomienda trabajar con medios que tengan
particulas de menor tamafio que el de estos poros . En nuestro
caso, el tamafio de las particulas suspendidas en el residual
porcino fue mayor al de los poros de los soportes
utilizados, por 1lo que se presentdé la obstruccién de los

mismos.

VI.5 FACTOR DE CORRECCION

Los factores de correccién se presentan en la Tabla 1IX.
Su aplicacién resultd de utilidad ya que en el caso dea alginato
de sodio y APG, el fésforo funciond como quelante del
calcio formando un conmplejo con éste y dando por 1lo tanto
resultades errénecs sobre su asimilacién,

De 1la Nolle & Chevalier (1985)s7 reportaron gque la
kappa-carragenina requiere un tiempo determinado para
saturarse de Jjones f6sforo. Tomandese esta recomendacién en
cuenta, se permitidé que el sistema inmovilizado de k-carragenina
se saturara para gque la remocidn de nutrientes fuera veraz.

Cuando se utilizé agar como soporte,no se presentd aeste
fenémeno, ya que su estructura polimérica se realiza por
diferencia de temperatura, sin 1la intervencién de ningtn 1i6n,
por lo que los resultados obtenidos con este gel no requirieron
ser corregidos.ais

En cuanto al N-amoniacal, se determiné que no hubo
absorcién de este nutriente por parte de los soportes utilizados,

por lo tanto no hubo necesidad de aplicar ning6n factor
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de correccién.

VI.6 TIEMFO DE VIDA MEDIA Y REMOCION DE NUTRIENTES DE LOS

SISTEMAS INMOVILIZADOS

Una vez establecidas las condiciones de inmovilizacién de
células de Spirulina maxima en APG, alginato de sodio, agar y
kappa-carragenina, se determiné la remocién de fésforo total
y nitrégeno amoniacal con respecto al tiempo. En la Grifica 2 se
muestran los resultados de la remocién de nutrientes
(P-total y N- amoniacal} en efluente porcino al 25% por
Spirulina maxima inmovilizada en ac. poligalacturénico,en donde
se puede apreciar que la mixima remocidn se alcanzé a los 6 dias
Yy fue de 73.42% para P-total y de 85.,72% para
N-amoniacal. Este porcentaje disminuyé a medida que se reutilizaba
el sistema inmovilizado.

En el caso del alginato de sodio (Grdfica 3), se alcanzé la
maxima remocién en el residual al 0.125% a las 7 horas y fue de 90%
para P-total y 90% para N-amoniacal. De nuevo se observd
una disminucién gradual de estos porcentajes, a lo largo de

las reutilizaciones del sistema inmovilizado.

De 1la Nolle & Proulx (1988) s3 informaron sobre la
disminucién del porcentaje de remocién de nutrientes al
aumentar el nimero de reutilizaciones del sistema

inmovilizado de Phormidium sp. en quitosana. Chevalier & de

la Noile ( 1985)e68 también reportaron este fenémence cuando
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utilizaron un sistema de Scenedesmus quadricauda
inmovilizado en kappa-carragenina.

El tiempo de vida media del sistema inmovilizado en ac.
poligalacturdnice, fue de 24 dias y para el alginato de sodio de
2.3 difas. En ambos casos fue posible constatar un aumento en el
nGmero de células que presentaron plasmolisis, a medida que se
incrementaba su reutilizacién, repercutiendo é&sto en la baja
asimilacién de nutrientes y en el tiempo de vida media del
sistema

Por otro lado se observé al microscopio y por determinaciones
de clorofila en el sobrenadante, una liberacién de células de los
soportes anterjiores. Al microscopio las células de S. maxima se
observaron fragmentadas y con ausencia de color, por lo que al
cuantificar clorofila en el sobrenadante no se absorbancia. Esto
puede atribuirse a que conforme pasé el tiempo, polimero y
células formaron una unidad y al despolimerizarse el gel por la
presencia de iones f&sforo en el medio, se provocaron dafios
irreversibles a las células, fragmentando su pared celular y
vertiendo al medio sus organelos, impidiéndose as{ la sintesis de
clorofila entre otros. sa.

El agar se utilizé como soporte para los ensayos de dos
concentraciones de residual porcino ( 25 y 50 %). En las GrAfica
4 se observa que en este sistema se alcanzé la m&xima remocién de
nutrientes a los seis dias y fue de 93.75% para P-total y 95.66%
para N-amoniacal, en residual porcino al 25 & . Estos
pofcentajes disminuyeron con el tiempo tal y como se

mencioné para los soportes anteriores. Una desventaja que presenté
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el agar como soporte fue su fragmentacién, debido quizés a 1la
configuracién de disco gue se utilizé s¢, la cual presenta mayores
puntos de fracturacién. La fragmentacién del gel, provoch 1la
liberacisén celular, lo que se reflejd en el tiempo de vida media
que fue de 66 dfas para residual al 25 % con 10 reutilizaciones
continuas y de 87 dias en residual al 50 % con el mismo nimero de
reutilizaciones continuas.

En la Grafica 5 se presentan datos del soporte agar en
residual porcino 50% ('/v).En estos ensayos el sistema alcanzé su
mixima remocién a los 9 dias. Esto se debid a que en esta dilucién
del residual, existf{a el doble de 1la concentracién de
nutrientes gque en el residual al 25 % (/v). El porcentaje de
remocién alcanzado en la primera reutilizacibn de este sistema
en residual porcino al 50% ﬁ/v) fue de 97.0% para P-total
y de 93% para N-amoniacal, observiAndose una disminucién
gradual a lo largo del tiempoc y nimero de reutilizaciones.

El sistema inmovilizado en kappa-carragenina se ensayé con
las concentraciones de residual porcino de 25 y 50 % ('/') ’
obteniéndose el comportamiento que se ilustra en las Gréficas 6
¥y 7 . Con residual porcino al 25%, se alcanzé una remocién de
93.48% para P-total y de 93% para N-amoniacal a los
seis dias; con una vida media superior a 78 dias, y una ligera
disminucién en el porcentaje de remocién, a medida que se
aumentd el nomero de reutilizaciones .Con residual al 50% se
obtuvo una remocién de 93.7% para P-total y de 93% para
N-amohiacal en nueve dias, con una vida media superior a 87

dias.
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Comparando los resultados obtenidos con los cuatro soportes,
se logrd observar que la remocién de nitrSgeno amoniacal fue
mds répida , es decir en un menor tiempo que la de fésforo total,
esto posiblemente se debid a gue la biomasa celular
de S. maxima estd compuesta por un elevado contenido de
nitrégeno por 1o que para nantener esta condicién todos los
compuestos nitrogenados en el medio de cultivo fueron asimilados
por las células para producir material rico en energia, lo que
explicarfa su rapida wutilizacién. Otro factor gque puede
estar influyendo es la pérdida de nitrégeno  hacia la
atmésfera por desabsorcién, debido a las condiciones de
alcalinidad del residual 2.

Con respecto a los componentes de fésforo, su remocidén fue
lenta en todos los soportes estudiados. El residual
contiene aproximadamente 2 partes de nitrégeno por una parte de
fésforo. Sin embargo la remocién de nitrdgeno fue mayor Yy mnés
ridpida sz. Chevalier y de 1la Nolie (1985)« r e portaron una
asimilaciébn de nitrégeno amoniacal mis rdpida con respecto a la de
fésforo total para Scenedesmus obliguus inmovilizado en
kappa-carragenina. '

En la tabla X se presentan en resumen los datos de remocién de
nutrientes y tiempos de vida media para la primera wutilizacién de
los sistemas inmovilizados en diferentes soportes, asi como su
tiempo de vida media en el residual al 25 y 50 %('/v), donde es
evidente que el soporte gque tuvo un tiempo de vida media mayor
fue 1la kappa-carrageninasequida por el agar.Gr&ficas 8 y 9.

La diferencia en el porcentaje de remocién de
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Tabla X REMOCION DE P-TOTAL Y N-AMONIACAL EN LA PRIMERA
UTILIZACION DE Spirulina maxima INMOVILIZADA EN
DIFERENTES SOPORTES CON RESIDUVAL PORCINO AL 25 Y S0 %

SOPORTES PORCENTAJE DE REMOCION TIEMPO DE VIDA MEDIA

P-TOTAL N-AMONIACAL {DIAS)

RESIDUAL PORCINO AL 25 &

APG 85.72 73.42 24
AGAR 99.66 93.75 66
KAPPA=CARRAGENINA 93.00 93.48 més de 78

RESIDUAL PORCINO AL 50 %

AGAR 97.00 93.00 87

.

KAPPA-CARRAGENINA 93.7 93.00 més de 87

RESIDUAL AL 0,125%

ALGINATO DE SODIO 90.0 90.00 2.3
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nutrientes, entre las células inmovilizadas en unc y otro soporte,
sugiere que la inmovilizacién con kappa-carragenina y con agar
es pas estable que la de ac. poligalacturénico y alginate, ya que
este ltimo no toleré altas concentraciones de residual,
requiriéndose una dilucién mayor de éste.

En cuanto al ac. poligalacturénico, existe poca informacién
sobre sus caracteristicas y aplicaciones 0. Sin embargo, aunque

este soporte es muy similar al alginato en su patrén de

polimerizacién,se verificd que presenta mayor resistencia
a los jones fé&sforo que el alginato, y que retiene su
estabilidad 4, lo que hace posible su utiljizacién a
concentraciones mayores de residual porcino que las

toleradas por el alginato.

Con el fin de verificar los cortos tiempos de vida media ,
obtenidos en APG y alginato y comprobar si habia 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, si hubo crecimiento

celular, mismo que cesé en la cuarta reutilizacién. Es
probable que este soporte a medida que pasa el tiempo
afecte la viabilidad celular, al competir con las
células por 1los iones calcio, dando como consecuencia el
debilitamiento de 1la estructura celular y muerte de las
células, En el alginatoe de sodie no se presenté

crecimiento celular ,por lo gque es posible gue la remocibn

de nutrientes cuantificados haya sido fuera sélo para mantener la



Tabla XI CUANTIFICACION DE CLOROFILA EN LOS DIFERENTES SISTEMAS

INMOVILIZADOS

UTILIZACIONES APG ALGINATO AGAR KAPPA-CARRAGENINA

{Clorofila mg/l)

[1] 0,02 0.02 0,02 0,02
1 0.025 0.02 0,03 0.031
2 0.03 0.02 0.033 0,035
3 0,032 - 0,035 0,037
4 0.032 - 0.037 0.039
5 0.032 - 0.039 0.040
6 0.03 - . 0,039 0.040
7 0.03 - 0,04 0.045
8 0.028 - 0. 045 0.049
9 - - 0.045 0.05
10 - - 0,04 0,054
11 - - 0.039 0.057
12 - - 0.04 0.06
13 - - - 0.065

60



viabilidad del sistema.

En cuanto al agar Yy la Kappa-carragenina, apbos
soportes presentaron crecimiento de S. maxima a lo largo de sus
reutilizaciones. La kappa-carragenina fue el soporte que
tuve un tiempo de vida media mayor y una remocidén de nutrientes
mas elevada, as! como un crecimiento mayor. Estos datos estén
de acuerdo con los experimentos de Tyagi & Vembu (1990) si, en
donde se reporta que la kappa-carragenina constituye
un buen soporte para el crecimiento de algas
inmovilizadas, cuando se enplean para el tratamiento de aguas
residuales.Cabe sefialar qué el agar tambiénm resuité un buen
polimero para este tipode biotecnolegia. No obstante que en
el presente  trabajo las células inmovilizadas en agar
removieron wun elevado porcentaje de nutrientes, y su tiempo
de vida media fue grande, la configuracién utilizando

discos presentdé fragmentaciones.
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vi. CONCLUSIONES

~Por primera vez se inmovilizaron células de Spirulina
maxima por atrapamiento en los siquientes soportes :acido
peoligalacturénico al 4 Y (e/v), alginato de sodio al 2%
(p/v), agar al 4 % (p/v) y kappa-carragenina al 1.25 % (p/v)
adicionade de 0.25 % (p/v) de goma Kkaraya, manteniendo sus

caracteristicas fisiolégicas naturales.

=~Las condiciones adecuadas para esta
inmovilizacién, fueron utilizando una concentracién celular
de 2g/l1 de células (base hiumeda )y una concentracién de cacl,
de 0.1M, tanto para el ac. poligalacturénico como para el alginato

de sodio.

-El tiempo de vida media de estos sistemas, fue
de 24 dias para el &cido poligalacturénico, de 2.3
dias para el alginatoc de sodioc ; 66 dias para el agar Yy

superior a 87 dias. para la kappa-carragenina.
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-En residual al 25 % ('/J el sistema inmovilizado en agar
presenté las mayores remociones de P-total (99.66 %) Y

N-amoniacal (93.75 %) con un tiempo de vida media de 66 dias.

~-En residual al 50% ('/J el sistema inmovilizado en agar
presentS las mayores remociones de P-total (97 %) con un tiempo
‘de vida media de 87 dias .Con respecto al N-amoniacal a misma
dilucién de residual, los sistemas inmovilizados en
kappa-carragenina y agar presentaron el mismo porcentaje de
remocién de 93% con un tiempo de vida para el primero superior de

87 dias y de 87 dias para‘el segundo.

~La kappa-carragenina resulté ser el mejor soporte en las

condiciones experimentales ensayadas.

-La originalidad del trabajo radica en gque con el sistema
inmovilizado se aplicé el tratamiento terciario de residual
porcino natural, obteniéndose remociones de nutrientes por

superior del 90 %.
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Vit. RECOMENDACIONES

En base a los resultados obtenidos, es convaniente
sefialar algunos puntos que reguieren de un mayor estudio

para el mejor conocimiento del sistema inmovilizado.

-Ensayar diferentes confiquraciones y tamafos con el
agar, con la finalidad de disminuir la desventaja de

su fraccionaniento.

- Para incrementar la remocisn de  nutrientes, es
necesario el estudio completo de los pardmetros gue
afectan a los sistemas fotosintéticos inmovilizados, como son

temperatura, iluminacién, pH y aereacidn.

- Los sistemas de microalgas inmovilizadas, a pesar de su
han sido poco estudiados en nuestro pafs, por lo due es
necesario profundizar en su estudio, con la finalidad Jde

ampliar sus aplicaciones biotecholégicas.
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APENDICE A COMPOSICION DEL MEDIO DE CULTIVO L-C

Reactivos % mililitros para preparar un

litro de medio

KNO_ 4 5
KZHPO X 4 1
Mgso, 7 H 0 3 1
CaNOJ 3 1
FeCl 0.15 1

Caldo de tierra‘ 10

-Esterilizar a 15 1lb/pul® durante 15 min.

~Ajustar pH a 9.0

-Adicionar 16.8 g/l de NaHCO:

-* Tomar una cantidad de tierra de jardin gue ocupe un volumen de
500ml(P/v) sin compactar y se afora a un litro con agua de la
llave. Se hierve la mezcla durante una hora Y se ptocéde a
separar por decantacién .El sobrenadante se afora a un litro con
agua de la }1ave y se hierve nuevamente por una hora. Se deja
reposar.Después de 24 horas se vuelve a hervir una hora mis y
se conserva en refrigeracién a ®c.

Adaptado de Bourrelly, P.1984 &
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APENDICE B, Composicitn del medio Zarrouvk

Reactivos g/1
Na HCOJ 16.8
KZHPO‘ 0.5
HaNOJ 2.5
KZSO. 1.0
Nacl 1.0
MgSo 7H.0 0.2
CaCl2 0.04
FeSO‘7H20 0.01
EDTA 0.08
Solucién A, 1 ml.
Solucién A,
l“l:.BO:I 2.86
HnClzdﬂzo 1.81
ZnSO‘7HzO 0.22
CaSOlsﬁzO 0.0798

Zarrouvk, 1966 12
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