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Resumen

En el presente trabajo se considero la importancia de los efluentes de aguas
tratadas. Sin embargo, aunque las descargas de aguas residuales municipales
pasan por procesos de tratamiento, continlan presentando concentraciones
altas de fosforo y nitrégeno. Debido a lo anterior se fijo el objetivo de aprovechar
los nutrientes de esos efluentes como medio de crecimiento de microalgas y en
nuestro caso particular de Scenedesmus acuminatus. Para el logro de nuestro
objetivo, se emplearon tres tratamientos para diferenciar la eficacia de
crecimiento de la microalga y aprovechamiento de nutrientes. El disefio
experimental fue el siguiente: el primero, agua residual tratada del efluente; el
segundo, agua residual tratada y enriquecida con el Stock 1 (NaNO3) del medio
Bold Basal (la concentracion de fosforo no era deficiente), y el tercer tratamiento
Medio Bold Basal como medio de cultivo de referencia. Se utilizaron reactores
de PET a escala de laboratorio con un volumen de 2 L y acondicionados con una
bomba de acuario para proporcionar oxigeno y mezclado. En cada reactor se
inocularon 200 ml de S. acuminatus en medio Bold Basal, iluminados con
lamparas fluorescentes SILVANYA 30 W (62 umol m~st), con fotoperiodo 12:12.
Se midié la concentracion de nitrégeno inorganico soluble y foésforo reactivo
soluble con el equipo (YSI-9500 Photometers) en el cual se determinaron las
concentraciones de nitrégeno como nitratos, nitritos y amonio en mg/L.
Diariamente se extrajo 1 ml de cada reactor para realizar conteo celular en una
camara de Neubauer. Como resultados, se obtuvieron tres medianas de
crecimiento celular de los tres tratamientos, ART (6,360,000 cel./mL); ART-E
(6,040,000 cel./mL); M-BB (3,947, 000 cel./mL), en donde las medianas mas
altas y por lo tanto crecimiento elevado se present6 en el medio ART y ART-E,
para observar diferencias significativas se realizo una prueba de Tukey, en la
cual no se observa diferencia significativa entre estos dos tratamientos; en el
medio Bold Basal se observo el crecimiento mas bajo de S acuminatus, con la
mediana mas baja. Se observo, que el consumo de nitratos ocurre mayormente
en el tratamiento ART y ART-E, con medianas de 0.00 mg/L y 39.4 mg/L
respectivamente, y se observa un consumo minimo en el M-BB con una mediana
de 46.9 mg/L. En cuanto al FRS se observa que el mayor consumo de fdsforo se
presentd en ART y ART-E, con medianas de 6.90 mg/L y 10.75 mg/L

respectivamente, y un consumo menor en M-BB con una mediana de 69.0 mg/L.
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En cuanto al consumo de amonio, en el andlisis de ANOVA, no hay diferencia
significativa entre tratamientos. Para observar si influyo la adicion de nitrdgeno
en forma de nitratos, en el tratamiento ART-E, se realizd6 una correlacion de
Pearson, la cual mostro que si hubo influencia de la concentracion de nitrogeno
en este tratamiento en relacion al crecimiento de células; en lo que respecta al
medio ART, el nutriente que se relaciona al crecimiento celular fue el fosforo; y
en el Medio Bold Basal el nutriente que se relaciona al crecimiento celular por
presentar valores de P> 0=0.05 mas alto es el nitrdgeno en forma de nitrato.

Estos resultados nos muestran que las microalgas tienen un alto
aprovechamiento del nitrégeno en los efluentes de aguas residuales tratadas, en
el caso del fosforo el aprovechamiento es menor. Las microalgas aunque
contribuyen en gran medida a la remocién de nutrientes no llegan a eliminarlos

totalmente.

Palabras clave: Agua Residual Tratada, Scenedesmus acuminatus, Nutrientes

(Nitratos, fosfatos y amonio).

Introduccion

En México se desechan cerca de 191 m%s al dia de aguas residuales, de las
cuales se tratan 37 m?/s al dia y generalmente este volumen de agua no puede
ser reutilizado debido a la presencia de compuestos que generan un
desequilibrio en los ecosistemas acuaticos y en ocasiones afectan a la salud
humana (CONAGUA, 2011).

El método mas utilizado para el tratamiento de aguas residuales, es el sistema
de lodos activados, proceso biologico utilizado para su depuracion. Consta de
cuatro pasos en general; pre tratamiento (donde se retira la materia inerte,
controlando el caudal hacia el sistema de tratamiento), tratamiento primario
(donde se separan sélidos sedimentables), tratamiento secundario (proceso
aerobio en el que ocurren la mayoria de las actividades de depuracion de materia

organica por los microorganismos) y tratamiento terciario (proceso opcional a



través de pulimiento o cloracién) (Guido et al., 2012). Y debido al proceso de
mineralizacion efectuado por las bacterias el agua del efluente contiene una alta
concentracion de fésforo y nitrogeno, aunque la concentracion final dependera

del tipo de agua que se esté tratando.

El resultado final de cada uno de estos procesos genera un efluente con menor
cantidad de materia organica (Guido et al., Garcia, 2012; Willey, 2007). Sin
embargo, la cantidad de estos compuestos va a depender del tipo de agua que
se esté tratando, ya que puede haber diversas entradas de agua no solamente
municipal sino de algun desecho industrial, lo cual contribuye a un aumento en
la concentracién de nitrégeno y fésforo en el agua. Por lo tanto, existe la
presencia de altas concentraciones de estos elementos al final del proceso de
tratamiento, acumulandose dichos elementos contribuyendo a la eutrofizacion de
los cuerpos de agua receptores hacia los que pueda llegar el agua (Alvarado,
2012, De la Noue et al., 1992; Escorihuela et al., 2007).

En el agua residual cruda el nitrdgeno puede encontrarse en varias formas, como
nitrato (NOs3), nitrito (NO2), amonio (NH4), amoniaco (NHz) y también formando
parte de compuestos organicos como proteinas, aminoacidos y acidos nucleicos;
se encuentra en mayor cantidad en forma de amonio y también como nitrégeno

organico constituido por la suma de amonio y amoniaco.

Al igual que el nitrégeno, el fosforo se encuentra en formas que van desde
inorganicas y/o disueltas [PO4, HPO4, H2PO4, Cas (POa)s, F, Cl, OH] y organicas
(acidos nucleicos, DNAy RNA), etc. Cabe recalcar que el fésforo también es un
componente importante en la preparacién de productos para la limpieza como
detergentes, y de otra indole como insecticidas y plaguicidas, por lo que se
considera como una fuente principal de aporte de fésforo en el agua residual

tratada, encontrandose como ortofosfato (POa4).

El aumento del uso del fésforo y su presencia en las aguas residuales
domeésticas ha elevado su concentracion en el efluente de 3 a 4 mg/l, en épocas
anteriores al uso de detergentes, a valores actuales de 10 a 20 mg/l. Esta

situacion ha contribuido a la eutrofizacion de los sistemas acuéaticos.


http://es.wikipedia.org/wiki/Par%C3%A9ntesis#Citas_.5B....5D

El nitrdgeno amoniacal se produce por la desaminacion de compuestos que
contienen nitrégeno organico y por la hidrolisis de la urea. También puede
producirse por la reduccion de los nitratos en condiciones anaerobias, por

bacterias autotrofas nitrificantes del grupo de las nitrosomonas.

En afos recientes se han buscado diferentes tipos de alternativas para mejorar
los efluentes de las aguas tratadas, entre las que destacan el uso de microalgas
como depuradoras de aguas residuales, procesos que surgen a comienzos de
los afios 50°s, utilizando cultivos masivos para el tratamiento de aguas residuales

y produccion simultanea de proteina en la industria (Lau et al., 1995).

En la actualidad el uso de estos microrganismos es una alternativa para el
tratamiento de agua residual en el proceso terciario, ya que estos
microorganismos utilizan compuestos inorganicos del nitrégeno (NO2, NOs, NH4)
y fésforo como ortofosfatos (POa4), generando biomasa, mejorando la calidad del
agua y aumentando la concentracion de Oz (Hernandez et al., 2012).

Las microalgas comunmente utilizadas han sido Chlorella y Scenedesmus (Tam
et al., 1989; Chacdn et al., 2004) que se han empleado en el tratamiento de agua
residual proveniente de plantas de tratamiento (Lavoie et al., 1985; Tam et al.,
1990), aguas residuales industriales (Gonzales et al., 1997; Romero et al., 2000)
y residuos animales (Travieso et al., 1982), Asi como en la produccién masiva

de biomasa para fines comerciales (Rosales, 2007).

Se realizan producciones masivas de microalgas a nivel mundial, ya que la
demanda de sus diversas aplicaciones para consumo ha ido aumentando con el
paso de los afos; en la industria alimentaria por ejemplo, el alga Arthrospira
maxima, a la cual se le considera como un alimento completo y funcional, es
cultivada en agua de mar y utilizada como suplemento alimenticio (Ciferri, 1983).
En la industria cosmética como ejemplo, la microalga Dunaliella salina, que es
crecida en salinidades altas, es utilizada para la produccion de pigmentos, en la
produccion de metabolitos, remocion de metales, captacion de COz2, etc. (Raja
et al., 2007).

Las microalgas son un conjunto heterogéneo de microorganismos fotosintéticos,

unicelulares, procariontes (cianobacterias) y eucariontes, que se localizan en



habitats diversos tales como aguas marinas, dulces, salobres, residuales o en el
suelo, bajo un amplio rango de temperaturas, pH y disponibilidad de nutrientes;
se les considera responsables de la produccion del 50% del oxigeno y de la

fijacion del 50% del carbono en el planeta.

Las especies mas estudiadas para aplicaciones biotecnoldgicas corresponden a
las algas verdes y a las diatomeas (Arredondo et al., 1991; Sheehan et al., 1998;
Hu et al., 2008).

La depuracion es el principal objetivo de la instalacion y la produccion de

microalgas es un beneficio adicional.

El atractivo de las microalgas actualmente es encauzado hacia otras
aplicaciones tales como la acuacultura (cultivo de especies acuaticas vegetales
y animales en medios naturales y artificiales), el tratamiento de aguas residuales,
la obtencion de sustancias quimicas finas, la produccion de farmacéuticos y los

procesos de bioconversion energética.

Actualmente hay una linea de investigacion, en cuanto a la produccion de
biomasa para la creacion de biocombustibles como una contribucion a resolver
el problema del calentamiento global resultante de la emisidn de gases de efecto
invernadero; por ejemplo la produccidon de biodiesel a partir de la
transesterificacion de los lipidos, o bioetanol a partir de azucares fermentables,
asi como la reciente utilidad en el procesamiento de antibioticos, para lo cual se
debe considerar, el tipo de medio de crecimiento en el qué se va a mantener la
microalga, para que la produccion de biomasa sea elevada y con factores de
induccion que puedan hacer esto posible, (por ejemplo la adiciéon de nutrientes,
el aumento de luz y la regulacion de su calidad, temperaturas constantes y pH
adecuado, etc. dependiendo del microorganismo, cantidad de oxigeno, etc.)
proporcionandole a la microalga las condiciones idéneas para su crecimiento y
reproduccion y de esta manera poder obtener beneficios extras a lo que
podemos llamar valor agregado. El crecimiento de las algas puede darse a muy
bajo flujo de fotones fotosintéticos a densidades tan bajas como 10 pmol m-s*

lo cual implica generalmente la adaptacién o aclimataciéon (John, 2001).



Las microalgas verdes o Chlorophyceas como Scenedesmus acuminatus,
incorporan nitrégeno, preferentemente en forma de amonio, para formar
aminoacidos por medio de transaminacion. Sin embargo también tienen la
capacidad de incorporar el nitrogeno en forma de nitrato (Gonzalez, 2012). Las
microalgas absorben el fosfato inorganico y a veces expresan fosfatasas
extracelulares para incorporar polifosfatos organicos y esteres de fosfato (John,
2001).

Antecedentes

Valencia en el 2012 evalud la capacidad de remocion de nutrientes del agua
residual municipal, particularmente de amonio y ortofosfatos, trabajando con dos
especies microalgales: Scenedesmus quadricauda y Chlorella sp. La remocién
de los nutrientes fue eficiente, S. quadricauda, presenté valores de remocion del
90% mientras que Chlorella sp., del 30% de amonio y ortofosfatos
respectivamente. En cuanto a ortofosfatos tanto S. quadricauda como Chlorella
sp., tuvieron una tasa de remocién del 85%.

Charity en el 2009, empleé la microalga Scenedesmus sp. en aguas residuales
de pescaderia para evaluar la remocion de nutrientes y la calidad de la biomasa
producida. El obtuvo valores de 8.05x10° cél/mL, asi como la remocién 4.66
mg/L de fosfato y 23.80 mg/L de nitrégeno, lo cual representd el 70% y 90%

respectivamente, referido al grupo control.

El proceso integral de tratamiento de aguas residuales utilizando cultivos de
microalgas presenta ciertas ventajas, como el mejoramiento de la calidad del
efluente, y la producciéon de biomasa a partir de la cual se puede obtener

productos de indole industrial (Ryan, 2009).
Aplicaciones de las microalgas

Se han utilizado las microalgas para la acuacultura, biocaptacién de COg,
biorremocién de nutrientes (N y P), fijacién de N (biofertilizantes), produccion de
bioenergéticos, por ejemplo biodiesel, los cuales son derivados de lipidos
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naturales como aceites de tipo vegetal, en la industria alimenticia, produccién de

metabolitos, etc.

Objetivo general

Aprovechar el agua residual municipal tratada como medio de crecimiento para

la microalga Scenedesmus acuminatus.
Objetivos particulares

- Evaluar pruebas fisicoquimicas de pH, temperatura, nitrégeno inorganico
soluble (amonio, nitritos y nitratos), fésforo reactivo soluble (FRS) como
ortofosfatos, al agua residual tratada del efluente de la planta de tratamiento
OPDM (Organismo de Agua Potable Alcantarillado y Saneamiento Tlalnepantla
de Baz), el Rosario, para determinar las condiciones del agua, donde se cultivara

a S. acuminatus.

- Examinar las mediciones de nitrégeno organico disuelto, como nitrato y como
amonio, y de fosforo reactivo soluble como ortofosfatos, a los 3 grupos de
tratamiento: con agua residual tratada, con agua residual tratada enriquecida con

nutrientes y al grupo control (medio BB).

- Realizar el conteo celular durante 21 dias utilizando una camara de Neubauer,

para hacer las curvas de crecimiento de S. acuminatus para los tres tratamientos.

Metodologia

Se utilizé una cepa de Scenedesmus acuminatus, se cultivd en el Agua Residual
Tratada del efluente (ART) de la planta de tratamiento OPDM (Organismo de
Agua Potable Alcantarillado y Saneamiento Tlalnepantla de Baz) que recibe
aguas residuales domésticas de la zona urbana denominada el Rosario
(Azcapotzalco, D.F.), se utilizd como grupo control para dicho tratamiento, el
medio de crecimiento enriquecido Bold Basal (M-BB). Por otra parte se

implemento un tratamiento con Agua Residual Tratada a la cual se le adicionaron



nutrientes (ART-E) ya que antes de montar los experimentos, se observo que
existia un desbalance del cociente N:P, y se buscoé llevar a un equilibrio de
acuerdo al cociente de Redfield N:P=1:16 (Redfield, 1958).

Los cultivos se mantuvieron en condiciones Optimas de crecimiento en el
laboratorio: 62 pmol m-?s determinada con un sensor de luz, con fotoperiodo
de 12:12 hrs. de luz-oscuridad.

Para la caracterizacion del agua residual tratada; se realizé la medicion de pH
por el método potenciométrico (con un potencidmetro Hanna), se midi6 la
concentracion de nitrégeno inorganico soluble y fésforo reactivo soluble con el
equipo (YSI-9500 Photometers) en el cual se determinaron las concentraciones

de nitrégeno como nitratos, nitritos y amonio en mg/L.

Grupo control Efluente de agua Efluente de agua residual

residual tratada tratada mas nutrientes

= = B = = 5 /| 5

Dos litros del medio de cultivo en cada botella

Inéculo de 200 mL de S. acuminatus para cada botella

En un periodo de 21 dias se realizaron las siguientes pruebas a cada uno de los grupos.

- Conteo celular en cdmara de Neubauer para determinar la tasa de crecimiento de cada
repeticion

- Medicidén del consumo en mg/L de nutrientes NOs, PO,y NH, cada 3 dias para cada
repeticion.

Fig. 1 Disefio experimental del crecimiento de Scenedesmus acuminatus.




Una vez realizada la caracterizacion del agua residual, se sembré un indculo de
200 ml de S. acuminatus en una botella de Pet con dos litros de medio Bold
Basal, con cuatro repeticiones, obteniendo 5 botellas en total, utilizando una
botella como blanco de cada tratamiento, en el cual no se realizé indculo para el
cultivo (figura 1). Los cultivos se mantuvieron en las condiciones de irradianza
con lamparas fluorescentes SILVANYA 30 W (62 pumol m=2s), aeracién con
bomba de acuario para cada tratamiento y fotoperiodo 12:12. Se obtuvo un
volumen de 1 ml para cada prueba. Cada tercer dia, se realizaron mediciones
del nitrégeno y FRS con el equipo YSI 9500 y asi observar el aprovechamiento
0 consumo de nutrientes por S. acuminatus y diariamente se extrajo 1 ml de cada

repeticion para realizar el conteo celular en una camara de Neubauer.

Terminando este cultivo, se procedio a inocular 200 mL de S. acuminatus en una
botella conteniendo dos litros de agua residual tratada, con las respectivas 4
repeticiones y un grupo testigo. Las condiciones de cultivo y los parametros que

se analizaron fueron los mismos que en el tratamiento 1.

Un tercer tratamiento al cual se sometid S. acuminatus, fue el grupo con agua
tratada de la planta OPDM ya mencionada pero con un aporte de Nitrégeno, que
se obtuvo del medio de crecimiento Bold Basal del Stock | para obtencion del
nitrégeno en forma de NaNOs, realizando mediciones previas de nutrientes del
agua residual, igualando el valor con el medio Bold Basal. Las condiciones del

experimento fueron iguales a los tratamientos anteriores.

Se realiz6 una prueba estadistica de ANOVA para determinar si se presentaban

diferencias significativas entre los tratamientos.

Se utilizo el agua residual de la planta de tratamiento OPDM de Tlalnepantla,
debido a los valores constantes que presenta de los nutrientes, tanto de
nitrdgeno como de fosforo y porque presenté una temperatura constante por
arriba de los 20° C y un pH mayor a 7.9, valores que son considerados optimos
para la reproduccion de S. acuminatus. En cuanto a los metales pesados, los
valores proporcionados por el personal de la planta de tratamiento OPDM

Tlalnepantla, indican que se encuentran por debajo de los limites méaximos



permisibles en la Normas Oficiales Mexicanas para aguas residuales (Tabla 1),

lo cual no se podria considerar como un factor que inhiba en el crecimiento de

las células.
Resultado Limites
Parametro (promedio de maximos Método
un afio-2014) permisibles

pH 7.44 5.0-10 NMX-AA-008-SCFI-2011
Temperatura 21.2 40 NMX-AA-007-SCFI-2000
Arsénico <0.002 0.40 NMX-AA-051-SCFI-2001
Cadmio <0.199 0.40 NMX-AA-051-SCFI-2001
Cobre <0.180 6.00 NMX-AA-051-SCFI-2001
Cianuros <0.01 3.00 NMX-AA-058-SCFI-2001
Cromo <0.250 1.50 NMX-AA-051-SCFI-2001
Mercurio <0.004 0.02 NMX-AA-051-SCFI-2001
Niquel <0.250 4.0 NMX-AA-051-SCFI-2001
Plomo <0.180 1.00 NMX-AA-051-SCFI-2001
Zinc <0.171 20.00 NMX-AA-051-SCFI-2001
Fosforo total 0.585 30.0 NMX-AA-029-SCFI-2001
Nitrogeno total 5.00 60 NMX-AA-026-SCFI-2010

Tabla. 1 Relacién de parametros medidos durante el afio 2014, en la planta de
tratamiento OPDM de Tlalnepantla que recibe aguas residuales domésticas de la
zona urbana denominada el Rosario (Azcapotzalco, D.F).
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De acuerdo a los datos observados en un andlisis previo se puede decir que la
calidad del efluente del agua residual tratada en la planta OPDM Tlalnepantla
por medio de la técnica de lodos activados queda dentro de los limites
permisibles que se establecen en la Norma Oficial Mexicana, como sucede con
los valores de pH, temperatura, metales pesados y nutrientes que se presentan
en la tabla anterior, esto es de gran importancia ya que no se observan
variaciones elevadas de dichos parametros, pues una variacion pronunciada
podria interferir con el crecimiento celular de S. acuminatus; otro factor
importante es que este tipo de agua residual presenta nitrégeno inorganico
soluble y FRS, considerados como elementos primordiales para las microalgas
y de igual manera se presentan con valores constantes lo cual es adecuado para
la realizacion del proyecto, de acuerdo a lo mencionado se puede decir que el
agua podria resultar un medio de crecimiento potencial para este tipo de

microalgas.

Resultados

Tablas y analisis estadisticos

Agua Residual

Numero de Repeticion Medio Bold Basal Agua Residual Tratada Enriquecida
(control)
1 8.40 8.92 8.20
2 8.41 8.81 8.77
3 8.30 8.92 9.30
4 7.05 8.74 9.34
5 8.06 8.80 8.95

Tabla 2. Valores de pH de los tres grupos, al término del tratamiento.

Agua Residual Tratada Agrl:ﬁ;iue:éidduaal Medio Bold Basal
(control)
Nitratos mg/I
Mediana 0.00 39.40 46.90
Valores minimos 0.00 0.00 0.00
Valores maximos 160.00 142.00 143.00
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Fosfatos mg/l

Mediana 6.90 10.75 69.00
Valores minimos 1.90 0.00 56.00
Valores maximos 20.00 23.00 100.00

Amonio mg/l

Mediana 0.000 0.000 2.100
Valores minimos 0.000 0.000 0.100
Valores maximos 0.100 0.300 9.000

Numero de células

Mediana 6 360 000 6 040 000 3947 000
Valores minimos 690 000 474 000 810 000
Valores maximos 12 400 000 13 200 000 9 500 000

Tabla 3. Valores de las concentraciones de nutrientes y crecimiento celular de los
tratamientos de ART, ART-E y M-BB, representando los valores minimos, la
medianay valores maximos en 21 dias.

180

180

140
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Gréfica 1. Diagrama de caja y bigotes para comparar a los tres grupos ART, ART-
E y M-BB, en cuanto a la concentracion de nitrogeno, en forma de nitratos.
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Gréfica 2. Tratamientos ART, ART-E y M-BB, en cuanto a la concentracién de
nitratos por la microalga Scenedesmus acuminatus en 21 dias.

El diagrama de caja y bigote se utilizé para comparar los distintos niveles de un
factor, donde podemos observar la simetria y variacién de los datos. Para el
andlisis se determinaron valores de la mediana, valores minimos y valores

maximos, obteniendo los siguientes datos.

Para los Nitratos el valor de la mediana en ART-E present6 un valor de 39.40
mg/L, el tratamiento con ART presentd una mediana de 0.00 mg/L, y el

tratamiento con M-BB presenté un valor de 46.90 mg/L.

Se observa también que para el caso del tratamiento de ART-E, el valor minimo
de la concentracion de nitratos fue de 0.00 mg/L y el valor maximo fue de 142.0
mg/L, para el tratamiento con ART el valor minimo fue de 0.00 mg/L y un valor
maximo de 160.00 y en el tratamiento con M-BB el valor minimo fue de 0.00 mg/L

y el valor maximo fue de 143.00 mg/L.
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Gréfica 3. Diagrama de caja y bigotes para observar a los tres grupos ART, ART-
E y M-BB en cuanto a la concentracion de fésforo, en forma de fosfatos (FRS).
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Grafica 4. Tratamientos ART, ART-E y M-BB, en cuanto a la concentracion de
fosfatos por la microalga Scenedesmus acuminatus en 21 dias.
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En el caso de los fosfatos, para el tratamiento con ART-E el valor de la mediana
fue de 10.75 mg/L, el tratamiento con ART del efluente tuvo una mediana de 6.90
mg/L y el tratamiento con M-BB presenté una mediana de 69.0 mg/L. Asimismo
se observa una variacion de sus datos en cuanto al conteo de 21 dias, el
tratamiento de ART-E present6 un valor minimo de 0.0 mg/L y un valor maximo
de 23.0 mg/L, el tratamiento de ART present6 un valor minimo de 1.90 mg/L y
un valor maximo de 20.0 mg/L y el tratamiento con M-BB presentdé un valor

minimo de 56.0 mg/L y un valor maximo de 100.0 mg/L.

(MH4)

ART-E ART M-BB

Gréfica 5. Diagrama de caja y bigotes para comparar a los tres grupos ART, ART-
E y M-BB, en cuanto a la concentracion de nitrogeno, en forma de amonio.
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Grafica 6. Tratamientos ART, ART-E y M-BB, en cuanto a la concentracion de
amonio por la microalga Scenedesmus acuminatus en 21 dias.

En el caso del consumo de Amonio, el tratamiento del ART-E presentd un valor
de la mediana de 0.0 mg/L, el tratamiento de ART present6 una mediana de 0.0
mg/L, mientras que el tratamiento con M-BB, presentd un valor de 2.1 mg/L, en
el caso del tratamiento de ART-E con nutrientes el valor minimo fue de 0.0 mg/L
y un valor maximo de 0.3 mg/L, en el tratamiento con ART, el valor minimo fue
de 0.0 mg/L, y un valor maximo de 0.100 mg/L, para el tratamiento con M-BB el

valor minimo fue de 0.100 mg/L y el valor maximo fue de 9.0 mg/L.
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Grafica 7. Diagrama de caja y bigotes para comparar a los tres grupos ART, ART-
E y M-BB, en cuanto a la concentracién celular de Scenedesmus acuminatus.
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Grafica 8. Tratamientos ART, ART-E y M-BB, en cuanto ala concentracion celular
de Scenedesmus acuminatus en 21 dias.

En lo que respecta al numero de células, para el grupo ART-E la mediana fue de
6,040,000 cel./mL, para ART fue de 6,360,000 cel./mL y para el grupo control M-
BB fue de 3,947,000 cel./mL. Observando la variacion de datos, en el tratamiento
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de ART-E, el valor minimo fue de 474,000 cel./mL y un valor maximo de
13,200,000 cel./mL. Para el ART se observé un valor minimo de 690 000 cel./mL
y un valor maximo de 12,400,000 y para el grupo control Bold Basal se observé

un valor minimo de 810,000 cel./mL y un valor maximo de 9,500,000 cel./mL.

Resultados de los estadisticos

Se realiz6 una prueba ANOVA, para observar las diferencias de los tres

tratamientos en 21 dias; se establecié un a= 0.05.

De acuerdo al analisis de varianza aplicado a la concentracion de nitratos, los
valores obtenidos fueron: P=0.025, por lo tanto, como el valor de P< a=0.05,
existieron diferencias significativas en cuanto a la concentracion de nitratos en

los tres tratamientos.

En el andlisis de varianza realizado para comparar los tres tratamientos de ART,
ART-E y M-BB con respecto a los fosfatos, el valor fue de P= 0.000, por lo tanto
existen diferencias significativas en cuanto a la concentraciéon de los fosfatos en

los tres tratamientos.

El resultado del analisis de varianza realizado para comparar las diferencias
significativas entre los tres tratamientos con el amonio el resultado fue: P=0.532,
como el valor de P es mayor al valor de o entonces no existen diferencias

significativas entre la concentracion de amonio en los tres tratamientos.

De los resultados de la prueba ANOVA, aplicada al nimero de células, se obtuvo
un valor de P= 0.000, por lo tanto, como el valor de P es menor al valor de alfa
establecido, podemos afirmar que existe diferencia significativa entre los tres

tratamientos de ART, ART-E y M-BB, respecto al nimero de células.

Correlacion de Pearson

Las correlaciones entre los parametros se presentaron de la siguiente forma: en

las tablas 4, 5y 6, se muestra la relacion que tuvieron los parametros respecto
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al crecimiento celular, en el caso de ART-E, la correlacion que nos interesa
resaltar es la de nitrégeno y nitratos, ya que tal nutriente le fue adicionado a este
grupo, y se observd si se presentd un mayor consumo por la microalga

Scenedesmus acuminatus (Tabla 4).

ART-E

En el analisis de correlacion de Pearson se obtuvieron valores altos, negativos y
significativos indicados con un simbolo * (P< a=0.05), entre el nimero de células,
con respecto al nitrégeno total, nitratos, fosforo total y FRS, también se
observaron valores altos, positivos y significativos (P< 0=0.05), entre Nitrdgeno
total contra Nitratos, Fosforo Total y FRS, de igual manera nitratos contra
Fosforo total, Fésforo total contra FRS, FSR contra nitrdgeno amoniacal,
Nitrégeno amoniacal contra amoniaco y amonio y Amoniaco contra Amonio
(Tabla 4).

Numero o . 3 o )
4 Nitrogeno Nitratos Fosforo Fosfatos Nitrogeno | Amoniaco
e
3 (N) (NO3) P) (PO4) (amoniacal) (NH3)
células
Nitrégeno -0.926*
0.000
(N)
Nitratos -0.924* 0.810*
(NO3) 0.000 0.000
Fosforo (P) | -0.737* 0.583* 0.503*
0.000 0.000 0.000
Fosfatos -0.736* 0.577* 0.489 0.997*
(PO4) 0.000 0.000 0.000 0.000
Nitrogeno -0.436 0.363 0.287 0.493 0.498*
(amoniacal) | 0.003 0.004 0.026 0.000 0.000
Amoniaco -0.394 0.309 0.243 0.455 0.461 0.979* 0.000
(NH3) 0.008 0.016 0.062 0.000 0.000
Amonio -0.394 0.309 0.243 0.455 0.461 0.979* 1.000*
(NH4) 0.008 0.016 0.062 0.000 0.000
0.000
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Tabla 4. Resultados de la correlacion de Pearson, entre numero de células y
nutrientes para el tratamiento ART-E.

ART

En el andlisis de correlacion de Pearson se obtuvieron valores altos, negativos y
significativos indicados con *(P> 0=0.05), entre el niumero de células con
respecto al Fésforo total y FRS, también se observaron valor altos, positivos y
significativos (P> 0=0.05), de Nitrégeno total contra nitratos contra Fésforo total
y FRS, Foésforo total contra FSR, el nitrbgeno amoniacal contra amoniaco y

amonio, y amoniaco contra Amonio (Tabla 5).

Ndmero o ] , o )
d Nitrogeno Nitratos Fosforo Fosfatos Nitrogeno | Amoniaco
e
) (N) (NO3) P) (PO4) (amoniacal) (NH3)
células
Nitrégeno -0.439
N) 0.003
Nitratos -0.079 0.536*
(NO3) 0.610 0.000
-0.587* 0.621* 0.214
Fosforo (P)
0.000 0.000 0.101
Fosfatos -0.579* 0.632* 0.219 0.999*
(PO4) 0.000 0.000 0.092 0.000
Nitrégeno -0.317 0.446 0.112 0.431 0.426
(amoniacal) | 0.036 0.004 0.394 0.001 0.001
Amoniaco -0.317 0.446 0.112 0.431 0.426 1.000*
(NH3) 0.036 0.016 0.394 0.001 0.001
Amonio -0.317 0.446 0.112 0.431 0.426 1.000* 1.000*
(NH4) 0.036 0.000 0.394 0.001 0.001

Tabla 5. Resultados de la correlacién de Pearson, entre numero de células y
nutrientes para el tratamiento ART.

M-BB
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En el andlisis de correlacion de Pearson se obtuvieron valores altos, negativos y
significativos entre el numero de células contra el nitrégeno total y nitratos,
nitrogeno total contra nitratos, Fosforo total contra FSR, nitrdgeno amoniacal

contra amoniaco y amonio y amoniaco contra amonio (Tabla 6).

Numero Nitrégeno | Nitratos Fésforo Fosfatos Nitrégeno Amoniaco
de células | (N) (NO3) P) (PO4) (amoniacal) | (NH3)
Nitrégeno -0.633
*
(N)
0.000
Nitratos -0.629 * 1 0.998 *
(NO3) 0.000 0.000
Fosforo (P) | -0.100 -0.199 -0.204
0.518 0.128 0.118
Fosfatos -0.099 -0.193 -0.198 0.989*
(PO4) 0.521 0.140 0.129 0.000
Nitrégeno -0.136 -0.168 -0.168 -0.146 -0.151
(amoniacal) | 0.379 0.200 0.198 0.267 0.250
Amoniaco | -0.135 -0.165 -0.166 -0.147 -0.152 1.000*
(NH3) 0.382 0.206 0.205 0.263 0.246 0.000
Amonio -0.142 -0.165 -0.166 -0.149 -0.154 1.000* 0.999
(NH4) 0.358 0.208 0.206 0.256 0.239 0.000 0.000

Tabla 6. Resultados de la correlacion de Pearson, entre numero de células y
nutrientes para el tratamiento M-BB.

Discusion

De los resultados observados en cuanto a las concentraciones registradas para
el nitrogeno en forma de nitratos, fue en el tratamiento ART donde se
presentaron los valores mas bajos de este nutriente presentando la mediana méas
baja, como se puede observar en la grafica 1, de lo que podria inferirse que el
consumo de S. acuminatus fue mayor en el periodo de tiempo establecido para

ese tratamiento.

En el tratamiento ART-E se observaron mayores concentraciones de nitratos al

final del experimento, pues esta forma de N fue la que se adicion6 para
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enriquecer el agua tratada, con la finalidad de obtener mayor crecimiento de S.
acuminatus. Sin embargo al realizar el conteo celular no se presentaron conteos
altos de células y esto se corrobora con la prueba de Tuckey en donde no se

vieron diferencias significativas.

El M-BB fue el tratamiento que tuvo mayor concentracion de nitratos, pues la
formulacion estd disefiada de tal manera que los nutrientes que limitan
normalmente el crecimiento algal, que son fésforo y nitrégeno, se encuentren en

cantidades suficientes (Reynolds, 2006).

Si bien es cierto que el valor minimo en la concentracion de nitratos fue de cero
para los tres tratamientos al término de las mediciones realizadas en el periodo
de 21 dias. La concentracién de nitratos en el tratamiento ART-E (gréafica 2), se
mantiene con valores altos, por lo que podriamos decir que seria posible un
mayor crecimiento celular, dejando mayor tiempo el cultivo lo cual no resulta
viable debido a los objetivos a obtener niveles altos de biomasa, y esto en menor

tiempo.

En lo que respecta a la concentracién de FRS, observamos que los tratamientos
ART y ART-E tuvieron valores mas bajos con respecto al MBB, pues este medio
estd disefiado para que el fosforo no limite el crecimiento de las algas. Los
resultados de ANOVA muestran que hay diferencia significativa en la
concentracion del FRS en ART con respecto a los otros dos tratamientos, dicha
diferencia puede deberse a las concentraciones bajas que se presentan del
nutriente, ya que los otros tratamientos también lo contenian en concentraciones

altas

En lo que se refiere al nitrégeno en forma de amonio, se observa una
concentracion muy pequefia en los tratamientos ART y ART-E. Es necesario
recordar que el efluente del agua tratada fue sometido a aireacion, proceso que
convierte al amonio y nitritos, presentes en el agua residual, en una forma mas
oxidada y estable como es el nitrato (Robles, 2004). Esta es la razén por la que
se obtuvieron valores altos de nitratos en el ART y ART-E al inicio del
experimento y los valores de correlacion entre nitrégeno total y nitratos fueron

altos y significativos en ART-E, en contraste con el tratamiento ART en el cual el
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nitrato también tuvo una influencia alta en el crecimiento algal. Se observo la
presencia del amonio en los tratamientos ART y ART-E, a partir del dia 13
aproximadamente, en cantidades minimas 0.1 mg/L, de este nutriente,
probablemente debido a la degradacion de la biomasa algal generada en ese
periodo del cultivo. En el tratamiento M-BB se registraron bajas concentraciones
de amonio, una explicacion podria ser la esterilizacion del medio, al convertir las
sales de nitrato en formas de amonio, sin embargo la cantidad aportada no es
suficientemente grande lo que hace que no haya diferencia significativa entre
tratamientos para nitrégeno, en forma de amonio, de ahi los resultados obtenidos
del ANOVA.

Las altas correlaciones obtenidas entre el nitrdgeno amoniacal y el amonio, nos
llevan a pensar que la forma predominante de nitrogeno reducido esta en forma
de amonio y no de amoniaco, el pH > 8.0 registrado al final de los 21 dias en los
3 tratamientos (Tabla 2), confirma esta conclusion (Reynolds, 1980). En lo que
se refiere al nitrégeno, en el tratamiento M-BB, los resultados de correlacion
respecto al crecimiento celular aunque presentaron valores bajos, muestra la
dependencia de crecimiento con respecto a este nutriente.

Con base en los resultados podemos decir que el tratamiento donde hubo un
mejor consumo de amonio fue en los tratamientos ART y ART-E, ya que
presentaron las medianas mas bajas con respecto al grupo M-BB y en el cual no

se observé un aprovechamiento significativo por la especie S. acuminatus.

En cuanto al crecimiento celular, en la grafica 7 del diagrama de caja y bigotes,
el tratamiento que presentd una mediana mas alta fue ART (6,360,000 cel./mL);
no obstante la mediana del tratamiento ART-E (6,040,000 cel./mL), fue

semejante al tratamiento ART.

La prueba de ANOVA muestra las diferencias significativas en el nimero final de
células en los tres tratamientos, por lo tanto, el nimero de células alcanzado al
finalizar los 21 dias en el M-BB es el que esta marcando la diferencia significativa
del resultado de ANOVA. Sin embargo aplicando una prueba de Tukey, con las
medianas de los tratamientos ART y ART-E, se confirma que no hubo diferencia

significativas entre ellos con un valor de (P>0.05).
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El resultado de la mediana en el tratamiento ART en cuanto a crecimiento celular
se obtuvo el valor de mediana mas alto que en los otros dos tratamientos, se
puede observar en la grafica 8 que hacia el quinto dia aproximadamente, el
crecimiento de S. acuminatus fue sostenido y poco variable, a partir del octavo
dia se observo una tendencia a la estabilidad del crecimiento algal, pues hubo
un aumento muy pequeio en el crecimiento, con una variabilidad alta en los
conteos de las cuatro botellas. Esta variabilidad podria atribuirse a errores
implicitos en el conteo celular por el método elegido. En contraste, en la grafica
8 en el tratamiento ART-E, se observa un crecimiento sostenido hasta el dia 14,
con un crecimiento mayor respecto a ART. La mediana de células por mililitro
alcanzada en M-BB (3,947,000 cel./mL), fue la menor de los tres tratamientos a
pesar del exceso de N y P presentes en el medio, aunque también quedaron
restos de estos dos nutrientes al cabo de los 21 dias, lo que nos hace pensar

que requiere mayor tiempo para alcanzar una poblacion estable.

Los valores de correlacion negativos y altos entre el nUmero de células y los
nitratos y fosfatos en el tratamiento ART-E indican que el consumo de los dos
nutrientes influy6 positivamente en el crecimiento del alga.

La correlacibn negativa y alta entre FRS y el nuamero de células,
respectivamente, en el tratamiento ART permite deducir que el fosforo fue el
elemento que determind el crecimiento acelerado de S. acuminatus en este
tratamiento, y que el nitrégeno como nitratos tuvo menor influencia, en tanto que
si hubo una participacion del amonio en este crecimiento “correlacion”. La
correlaciéon negativa y alta entre nimero nitratos y cuenta celular en el medio
Bold, indica que hace falta ajustar el cociente N:P para obtener mejores
resultados en este tratamiento. Sin embargo no se puede descartar la influencia
de otros elementos necesarios para el metabolismo de las algas que pudieran
estar presentes en los tratamientos ART y ART-E. Dada la simplicidad de la
férmula de Bold Basal (Tabla 6) vemos que no tiene elementos como el Niquel y
probablemente algunos otros elementos traza que enriquecen al agua residual y
la potencializan como medio de cultivo.

La correlacion positiva entre el nitrato y el FRS en el ART y ART-E no indica que

estos nutrientes sean aportados por el influente que llega a la planta de
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tratamiento. Las algas son capaces de utilizar fuentes de nitrégeno alternativos
(Flynn et al., 1986) y confirman que estos elementos son importantes en el

proceso de eutrofizacion de los desechos urbanos (Anderson, 1995).

Por otra parte el uso de géneros como Scenedesmus, es adecuado para el
tratamiento de agua residual, tanto por su potencial de alto crecimiento, y
también por su resistencia a la manipulacién de los sistemas de cultivo de baja
tecnologia (Medina et al.,, 2012). Las microalgas son muy eficaces en la
reduccion de nitrogeno disuelto y cargas de fosforo de los efluentes urbanos y
agricolas, que son las principales causas de eutrofizacion de los cuerpos de agua
receptora (Oswald, 1988; Smith, 1999; Talbot et al., 1993).

El crecimiento elevado de S. acuminatus en ART y ART-E puede ser causado
por la presencia de otros elementos, que deben influir en el crecimiento celular y
pueden estar presentes en el agua del efluente como compuestos inorganicos

disponibles para las microalgas.

Conclusiones

- El tratamiento que mostré6 mejores resultados fue el del grupo ART en el
gque se observO un mejor aprovechamiento de nutrientes y mayor
crecimiento celular en un menor tiempo, el cual se inici6 a partir del dia 7.
Por otro lado en el tratamiento ART-E el crecimiento de células en la fase
de aceleracién se observo en dias posteriores (dia 11), al crecimiento
celular en ART.

- Se observo una correlacion alta entre el nitrégeno y aumento celular en el
tratamiento ART-E, lo que demuestra un buen aprovechamiento del
nutriente por S. acuminatus.

- Se observé en el tratamiento ART, un valor de correlacion significativo
para el FRS en comparacion con el nitrogeno, dado el alto crecimiento
celular que se obtuvo al realizar el conteo.

- En el M-BB se observé un valor de correlacion bajo para el nitrégeno y
fésforo con respecto al niumero de células, por lo tanto se puede decir que

otros elementos, varios influyen en el crecimiento de las microalgas, que
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el nitrégeno y el fésforo son indispensables, pero también existen otros
elementos necesarios para el crecimiento celular.

El uso de agua residual es flexible para usarse como sustrato o medio de
crecimiento, ya que se pueden preparar cultivos mixtos para mejorar el
aprovechamiento de nutrientes y elevar el crecimiento de biomasa algal.
Para escalar estos resultados, se puede adaptar un tanque para
aprovechamiento de nutrientes del efluente, en un area de la planta de

tratamiento, para obtener un alto crecimiento de biomasa.
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