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Resumen

Las microalgas usan la fotosintesis para obtener su alimento generando energia
directamente de la radiacion del sol; esta caracteristica las designa como organismos
autotrofos sin embargo algunas microalgas estan integradas fisiolégicamente para
metabolizar de forma heterétrofa la materia organica presente en el medio como fuente de
energia y carbono bajo condiciones limitadas de luz. Esta condicion favorece el uso de
diferentes fuentes de agua residual o de la mezcla de estas para ser aprovechadas y a la
vez tratadas por medio del cultivo heterotréfico de microalgas debido a su alto contenido de
carbono orgéanico y nutrientes como el nitrégeno y fésforo. Este proyecto de tesis se centra
en el desarrollo de un proceso heterotréfico microalgal para la produccion de biomasa y
tratamiento del agua residual; en el cual se utiliz6 agua residual urbana como medio de
cultivo y se le adicioné un volumen determinado de agua residual porcina como fuente de
carbono orgéanico total (COT) para cultivar un consorcio con predominancia del género
Scenedesmus sp. bajo condiciones no estériles. En la primera parte se evaluaron tres
concentraciones diferentes de COT (21.1, 398.2 'y 892.2 mg/L) proveniente del agua residual
urbana y el agua residual porcina bajo condiciones de 12:12 horas de luz y oscuridad para
determinar la concentracién a utilizar en el proceso heterotrofico. La concentracion de COT
igual a 892.2 mg/L se selecciond para el desarrollo del proceso heterotréfico debido a que
proporciond una concentracion final de biomasa microalgal igual a 1.1 g/L con una remocion
del 82.4% de COT y del 97% para la DQO y la DBOs a los 21 dias de cultivo. Posteriormente,
el desarrollo del proceso heterotréfico fue evaluado bajo condiciones de oscuridad y generé
una concentracion maxima de biomasa de 1.1 g/L al dia 14 y de 0.94 g/L al dia 21 con una
remocion del 81.64% de COT, 83.73% de DQO y 67.17% para la DBOs. Asi mismo se obtuvo
una remocioén del 23% para el nitrdgeno amoniacal, del 75% de nitratos y del 11.16% de
ortofosfatos. Del mismo modo, se decidié evaluar el consorcio microalgal Gnicamente con
agua residual urbana (COT igual a 19.53 mg/L) a modo de control bajo condiciones de
oscuridad, pero la concentracién de la biomasa disminuy6 de 0.5 g/L a 0.42 g/L y no hubo
remocién de COT, ademas la remocion de la DQO y la DBOs fueron bajas de 3.7% y 7.2%
respectivamente. Estos resultados pueden deberse a que el consorcio microalgal no puede
desarrollar la heterotrofia con concentraciones bajas de carbono organico, lo que provoca
gue las microalgas permanezcan inactivas metabdlicamente y comiencen a morir después
de usar sus productos de reserva. De los resultados obtenidos se concluye que es factible
el uso del agua residual porcina como fuente de carbono organico para el desarrollo de un
proceso heterotréfico microalgal ya que se logré el incremento de la biomasa y la remocion
de nutrientes similar a los obtenidos en cultivos heterotréficos con adicion de una fuente de

carbono exdgena y no residual.



Abstract

Microalgae use photosynthesis to obtain their food by generating energy directly from the
sun's radiation. This characteristic designates them as autotrophic organisms. However,
some microalgae are physiologically integrated to metabolize heterotrophically using organic
matter as a source of energy and carbon under limited light conditions. This condition favors
the use of different sources of wastewater or mixture to be used and treated at the same time
by means of heterotrophic microalgae cultivation due to its high content of organic carbon
and nutrients such as nitrogen and phosphorous. This project of thesis focuses on the
development of a microalgal heterotrophic process for biomass production and wastewater
treatment. In which urban wastewater was used as a culture medium and a certain volume
of swine wastewater was added as a source of total organic carbon (TOC) to grow a
consortium with a predominance of Scenedesmus sp. under non-sterile conditions. In the
first part, three different concentrations of TOC (21.1, 398.2 and 892.2 mg / L) from urban
wastewater and swine wastewater were evaluated under conditions of 12:12 hours of daylight
and night exposure to determine the concentration to be used in the heterotrophic process.
The TOC concentration equal to 892.2 mg / L was selected for the development of the
heterotrophic process because it provided a final concentration of microalgal biomass equal
to 1.1 g / L with a removal of 82.42% of TOC and 97% for COD and BODs. Subsequently,
the development of the heterotrophic process was evaluated under dark conditions and
generated a maximum biomass concentration of 1.1 g /L on day 14 and 0.94 g /L on day 21
with a removal of 81.64% TOC, 83.73% COD and 67.17% for BODs. Likewise, a removal of
23% was obtained for ammoniacal nitrogen, 75% of nitrates and 11.16% of orthophosphates.
Control cultures were also performed under dark conditions but the culture medium was only
urban wastewater (19.53 mg / L of TOC). The biomass concentration decreased from 0.5 g/
L to 0.42 g/ L and there was no removal of TOC, COD and BODsremoval were low of 3.7%
and 7.2% respectively. These results can be due to the microalgae consortium unable
develop heterotrophy with low concentrations of organic carbon, causing it to remain
metabolically inactive and begin to die after using its reserve products. Finally, from the
results obtained, it is concluded that the use of swine wastewater as a source of organic
carbon is feasible for the development of a microalgal heterotrophic process since an
increase in biomass yield and removal of nutrients similar to those obtained were achieved
in heterotrophic cultures with the addition of an exogenous and non-residual source of

organic carbon.
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1. Introduccion

Una alternativa para contribuir en la solucién de la crisis mundial derivada de un
abastecimiento insuficiente de agua para satisfacer los requerimientos humanos,
comerciales y agricolas; ademas de la necesidad de desarrollar biocombustibles
debido a la creciente demanda de energia y al agotamiento de los recursos fésiles,
es el cultivo de microalgas en aguas residuales aplicado como un tratamiento
biolégico terciario y como una alternativa para producir biocombustibles a partir de
su biomasa (Mata, 2010; Bhatnagar et al., 2011; Gongalves, 2017; Li et al., 2019).

Este proceso es posible debido a que las microalgas son microorganismos capaces
de asimilar los nutrientes organicos e inorganicos presentes en el agua residual
permitiendo el ahorro de agua y nutrientes en su cultivo (Salama et al., 2017; Barroso
et al., 2019).

La forma mas comun para cultivar las microalgas en agua residual ha sido el cultivo
autotrofo a través de su capacidad fotosintética, estas utilizan la luz solar y el CO>
disponible en la atmdsfera como fuente de energia y carbono respectivamente. Sin
embargo, esta forma de cultivo presenta algunas desventajas como el suministro
optimo de luz y su costo asociado. (Hu et al., 2018). Para dar solucion a esta limitante
se tiene como alternativa el cultivo heterotrofico de microalgas, que en contraste con
la autotrofia no requiere de luz, y utiliza compuestos organicos preformados en el
ambiente como fuente de carbono y energia (Guldhe et al., 2017; Venkata et al.,
2015).

Sin embargo, la composicion tipica de carbono organico presente en el agua residual
domeéstica es de 290 mg/L (Metcalf y Eddy, 2014). Esta cantidad de carbono organico
no es suficiente para que se desarrolle un proceso heterotréfico microalgal si se
compara con las cantidades utlizadas en estudios previos sobre cultivos
heterotréficos donde se han evaluado hasta 10 g/L o mas de carbono organico
adicionado como glucosa principalmente (Kim et al., 2013; Liu et al., 2011; Morales-
Sanchez et al., 2015; Zhou et al., 2017; Ramsundar et al., 2017; Sheng et al., 2017
y Shen et al., 2019).

La adicién de una fuente de carbono organico como la glucosa representa un costo

asociado que no brinda un proceso integral al aplicar el cultivo de microalgas como
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un tratamiento bioldgico para el agua residual y la produccién de biomasa; sin
embargo, existen otros tipos de aguas residuales que se caracterizan por su alto

contenido de carbono orgéanico como las generadas en la industria porcina.

El manejo no adecuando de los residuos de la crianza de cerdos representa un grave
problema para la salud humana y el medio ambiente debido a que las aguas
residuales porcinas contienen un alto nivel de sélidos organicos en suspension,
nutrientes (principalmente nitrégeno) y varios compuestos téxicos como metales
pesados, antibiéticos y hormonas. La Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion estima que durante el periodo del 2010 al 2017, cada
afio se criaron cerca de mil millones de cerdos para el mercado mundial de alimentos
lo que generd una produccion de nitrégeno que superaba los 7 mil millones de
kilogramos por afio (Cheng et al, 2020). Asi mismo, la Confederacion de
Porcicultores Mexicanos (2019) publicé que en el afio 2019 el consumo per capita
de carne de cerdo para México fue 16.8 kg/persona/afo, sin embargo, se estima que
para el afio 2021 incremente al 17.2 kg/persona/afio. Debido al incremento en el
consumo mundial de carne de cerdo es necesario plantear alternativas que permitan

disminuir o traten los efluentes procedentes de esta actividad.

A partir de lo anterior se propone desarrollar un proceso heterotréfico microalgal con
predominancia de Scenedesmus sp. en agua residual y agua residual porcina.
Utilizar el agua residual porcina como fuente de carbono organico permitira dar un
uso a un residuo que provoca severos dafios al medio ambiente con la ventaja de
gue no implica ningan costo asociado (Nagarajan et al., 2019). El objetivo de
adicionar agua residual porcina es aumentar la cantidad de carbono orgéanico
disuelto en el medio y asi favorecer la heterotrofia en el cultivo sin requerir adicionar

otra fuente de carbono orgéanico.



2. Antecedentes

Las microalgas son capaces de crecer de forma heterotrofica esto se refiere a que
pueden usar Unicamente carbono organico como fuente de energia y carbono para

su reproduccion en ausencia de luz (Liu et al., 2011).

Las microalgas pueden utilizar diferentes fuentes de carbono orgéanico, incluidos
azucares, hidratos de carbono hidrolizados, melaza residual, acetato y glicerol, asi
como carbono orgénico presente en las aguas residuales (Mohan et al., 2015; Pérez-
Garcia et al., 2011). A partir de esto, es que el cultivo heterotréfico de microalgas
puede integrase al tratamiento de aguas residuales para dar solucion de forma
simultanea a algunas de las limitaciones que presenta este tipo de cultivo como el
alto costo de los nutrientes y la alta demanda de agua dulce que se requiere
(Bhatnagar et al., 2011; Salama et al., 2017). Las aguas residuales son un medio de
cultivo excelente de bajo costo y de libre acceso para el crecimiento de diversas
microalgas debido a que contienen macro y micronutrientes que favorecen su

crecimiento.

Sin embargo, la concentracién de carbono organico presente en el agua residual,
rara vez es suficiente para que se desarrolle la heterotrofia, debido a ello se han
realizado estudios en los que se ha encontrado que la adicion de una fuente exdgena
de carbono organico contribuye a impulsar el crecimiento heterotréfico de las
microalgas; la fuente mas utilizada ha sido la glucosa en cultivos de algas verdes
como Chlorella y Scenedesmus (Shen et al.,, 2017; Ramsundar et al., 2017,
Morales-Sanchez et al., 2015; Devi et al., 2012 y Liu et al., 2011).

En la Tabla 1 se presentan estudios donde se muestra que ciertas especies de
microalgas tienen la capacidad de asimilar el carbono organico presente en el medio
de cultivo con concentraciones de biomasa microalgal mayores a 0.5 g/L. Por
ejemplo, Tribonema minus se cultivdé en medio de cultivo BG-11 con la adicion de 80
g/L de glucosa durante seis dias bajo condiciones de oscuridad y se obtuvo 30.8 g/L
de biomasa (Zhou et al., 2017).



Tabla 1. Cultivos heterotroficos de microalgas.

Autor ESPECIE de Medio de cultivo Periodo de Fuente de carbono Biomasa
microalga .
cultivo
Caporgno et Chlorella Medio de cultivo Basal Bold
al., 2019 protothecoides (BBM) modificado estéril. 5 Glucosa (10 g/L) 4.33g/L (1.06g/Ld)
Di Caprio et Scenedesmus Medio BG-11 con adicion de
al. 2019 obliquus antibidticos 6 Glucosa: 5 g/L 1.1g/L (0.21 g/Ld)
Walls et al., Scenedesmus
2019 obliquus Agua residual no estéril 8 Glucosa: 10 g/L 0.98 g/L (0.11 g/Ld)
-Acetato de sodio 1%v/v 6.04 g/L (1.0 g/Ld)
Shenetal., Medio BG-11 con adicién de -Etanol 1%v/v 2.69g/L(0.43 g/Ld)
2019 Botryocossuss sp. 5 mg/L de Cr(IV)) estéril 7 -Metanol 1%v/v 0.68 g/L (0.10 g/Ld)
Arthrospira Agua residual de produccion
Spennati et platensis y vinicola y medio de cultivo
al., 2019 Chlorella vulgaris. Basal Bold (BBM) 15 DQO: 23.26 g/L 2.22 g/L (0.07 g/Ld)
Renetal., Agua residual de melaza
2018 Scenedesmus sp. fermentada de tipo butirato 6 DQO:725 mg/L 1.01g/L (0.19 g/Ld)
-Influente de aguas
Ramsundar et residuales estéril
al., 2017 Chlorella -Concentrado de tanque 0.495 g/L (0.06 g/Ld)
sorokiniana anaerobio estéril 8 Glucosa:5 g/L 0.610 g/L (0.08 g/Ld))
Shen etal.,
2017 Scenedesmus sp. Licor de mezclado no estéril 10 TOC: 79 mg/L 0.43 g/L (0.02 g/Ld)
Zhou etal.,
2017 Tribonema minus Medio BG-11 6 Glucosa: 80 g/L 30.8 g/L (5.86 g/L)
Agua porcina diluida 20
Wangetal., veces en agua destilada,
2015 Chlorella vulgaris estéril 14 DQO: 1064 mg/L 1.49 g/L(1.26 g/Ld)
Beevi etal., Glicerol residual (6%)
2014 Chlorococcum sp. Efluente lacteo no estéril 15 1.94 g/L(0.13 g/Ld)
Morales-
Sanchez et Neochloris Medio mineral (Bold’s Glucosa: 10 g/L
al., 2013 oleoabundans Basal Medium; BBM) estéril 5 2.3g/L(0.47 g/Ld)
Renetal., Glucosa: 10 g/L
2013 Scenedesmus sp. Medio BG-11 estéril 6 NaNOs:0.6 g/L 3.46 g/L (0.67 g/Ld)
Liuetal., Chlorella Medio de cultivo liquido Kuhl
2011 zofingiensi estéril 14 Glucosa: 30 g/L 9.7 g/L (0.64 g/L)
Licor de concentrado de
Zhou etal., Auxenochlorella lodos primarios y
2012 protothecoides secundarios estéril 7 TOC: 960 mg/L 1.12 g/L (0.20 g/Ld)

Como se observa en la Tabla 1, en la mayoria de los casos estudiados se adicioné

una fuente de carbono organico exdgena, principalmente la glucosa. Debido a esto,

se plantea el uso de aguas residuales con alto contenido de materia organica como

fuente de carbono organico principalmente, como es el caso del agua residual
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porcina. El agua residual porcina tiene un alto contenido de carbono organico,
nitrégeno (particularmente nitrdgeno amoniacal) y foésforo, nutrientes que también
estan presentes en el agua residual, aunque en menor proporcion y que
corresponden a los principales nutrientes utilizados por las microalgas para su

crecimiento.

A partir de lo anterior, en este estudio se desarrollara un proceso heterotrofico
microalgal utilizando como medio de cultivo agua residual urbana obtenida de la
Planta de Tratamiento de Agua Residual de Ciencias Politicas ubicada en Ciudad
universitaria en la UNAM (PTAR FCPyS-UNAM) y como fuente de carbono organico
agua residual porcina obtenida de una granja, ubicada en la Alcaldia de Milpa Alta,

Ciudad de México, cuyo principal proceso productivo es la engorda de cerdos.
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3. Marco teodrico

3.1 Microalgas, generalidades

En la ficologia aplicada, el término microalgas se refiere a las algas microscopicas
sensu stricto y las bacterias fotosintéticas oxigenicas, es decir, las cianobacterias,
anteriormente conocidas como Cyanophyceae (Richmond y Hu, 2013).

Las cianobacterias tienen una estructura de células procariotas donde el ADN se
encuentra libre en el citoplasma junto con las membranas fotosintéticas y no esta
rodeado por una membrana, ademas de que no tienen organulos unidos a la
membrana citoplasmatica a diferencia de las microalgas que poseen una estructura

de células eucariotas (Richmond, 2013; Singh y Saxena, 2015; Acién et al., 2017).

Las microalgas eucariotas tienen un nucleo definido unido a la membrana
citoplasmatica, que contiene la mayor parte del genoma distribuido en un conjunto
de cromosomas Yy el nucléolo. Su citoplasma esta dividido en compartimentos y
organulos unidos a la membrana como la pared celular, mitocondrias, cloroplastos
gue contienen clorofila y otros pigmentos; asi como vacuolas, centriolos entre otros

dedicados a funciones especificas (Brock, 2009; Vieira-Costa et al., 2014).

Los sistemas actuales para su clasificacion taxondmica se basan en los siguientes
criterios principales: tipos de pigmentos, naturaleza quimica de los productos de
almacenamiento y constituyentes de la pared celular. Los criterios adicionales tienen
en cuenta los siguientes caracteres citologicos y morfologicos: aparicion de células
flageladas, estructura de los flagelos, esquema y ruta de divisién nuclear y celular
(Barsanti y Gualtieri, 2014; Richmond y Hu, 2013).

Las microalgas son microorganismos fotosintéticos capaces de realizar la
fotosintesis oxigénica. En la mayoria de los habitats funcionan como los principales
productores de la cadena alimenticia, produciendo materia organica a partir de la luz
solar, dioxido de carbono y agua, ademas de generar oxigeno necesario para el
metabolismo de los organismos consumidores (Lee, 2008). Aunque, éstos
microorganismos son fotoautotrofos, también pueden crecer en condiciones

mixotréficas o heteroétrofas (Acién et al., 2017).

Las microalgas se distribuyen principalmente en los cuerpos de agua, desde

manantiales de agua dulce hasta lagos salados, con tolerancia para un amplio rango
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de pH, temperatura, turbidez y concentracion de O,y CO>. Sin embargo, también
pueden ser subaéreas cuando estan expuestas a la atmésfera en lugar de estar
sumergidas (Barsanti y Gualtieri, 2014). Aungue generalmente son de vida libre, un
cierto numero de microalgas viven en asociacién simbiotica con una variedad de

otros organismos (Richmond y Hu, 2013).

Los métodos de reproduccién en microalgas pueden ser vegetativos mediante la
division de una sola célula o la fragmentacion de una colonia, asexuales por la
produccién de esporas moviles o sexuales por la union de gametos (Barsanti y
Gualtieri, 2014). Su composicion general es de lipidos (9.5-42%), carbohidratos (17—
57%) y proteinas (20-50%), en proporciones que varian segun las especies y las
condiciones de crecimiento (Barroso et al., 2019).

En general, se ha estimado que existen alrededor de 200,000-800,000 especies
(incluidas las cianobacterias) de las cuales se describen 50,000 especies (Mata et
al., 2010; Gaignard et al., 2019). Estos microorganismos tienen gran potencial
biotecnolégico para producir sustancias valiosas a partir de su biomasa como
alimentos para la acuicultura, aves de corral y aplicaciones en la farmacéutica,
ademas de que contribuyen a la mitigacion de CO., el tratamiento de aguas
residuales y la produccién de biocombustibles (Junying et al., 2013; Acién et al.,
2017; Garrido-Cardenas et al., 2018).
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3.2 Autotrofia y heterotrofia

La autotrofia se refiere a la capacidad de ciertos microorganismos de producir
sustancias organicas a partir de nutrientes inorganicos basados en la energia
extraida de la luz, en contraste con la heterotrofia que no requiere de luz y utiliza
materia orgénica preformada en el ambiente como fuente de energia y de carbono
(Singh y Saxena, 2015; Stevenson et al., 1996).

En resumen, en la Tabla 2 se presenta el cambio de pH y las fuentes de energia y
carbono en cada una de las vias metabdlicas autotrofa y heterotréfica.

Tabla 2. Cambio de pH, fuentes de energia y carbono en las vias metabdlicas autétrofas y
heterotrofas.
Tipo de Fuente de | Fuente de
cultivo energia carbono Metabolismo y pH
Autotrofo Luz Inorganica H,0+ HCO; - C(biomasa)+1/0,+ 30H :pH incrementa  fc. 1
Heterétrofo | Organica Organica (1+ a)CH,0 + 0, - C(biomasa) + aCO, + (1 + a)H,0:pH decrece  Ec. 2

Fuente: (Chojnacka y Marquez-Rocha, 2004; Kim et al. 2013).

Gran cantidad de las microalgas usan la fotosintesis para obtener su alimento
generando energia directamente de la radiacion del sol; esta caracteristica las
designa como organismos autétrofos. Su fotosintesis se basa principalmente en el
ciclo de Calvin en el que la ribulosa-1,5-bisfosfato reacciona con el CO, para
sintetizar acido 3-fosfoglicérico (3-PGA), que se consume durante la produccion de
glucosa y otros metabolitos (John et al., 2011; Singh y Saxena, 2015). Sin embargo,
la mayoria de las microalgas estan integradas fisiologicamente para metabolizar de

forma autotrofa y heterétrofa.

Aunque las microalgas emplean el metabolismo autétrofo con mayor frecuencia y
eficiencia, la heterotrofia facultativa puede ser un mecanismo de supervivencia
importante para aquellas que estén en condiciones limitadas de luz (Stevenson et
al., 1996).
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En resumen, para las microalgas la autotrofia es el modo principal de nutricion y la
heterotrofia es un medio para la adquisicion de carbono cuando la luz es limitante
(Barsanti y Gualtieri, 2014).

3.3 Cultivo heterotrofico de microalgas

Algunas microalgas pueden crecer heterotroficamente en ausencia de luz al
reemplazar la fijaciébn de CO. atmosférico, propio de los cultivos autétrofos, por
fuentes de carbono organico disuelto en el medio de cultivo. En los cultivos
autotrofos, las microalgas asimilan el carbono inorganico en forma de carbohidratos,
mientras que bajo condiciones heterotroficas lo asimilan principalmente en grasas y
proteinas (Perez-Garcia et al., 2011; Mohan et al., 2015; Hu et al., 2018).

Para que se desarrolle un cultivo heterotrofico se requiere que las microalgas tengan
un mecanismo por el cual la célula pueda captar y asimilar de forma efectiva las
fuentes de carbono organico disueltas en el medio. Uno de los mecanismos es la
difusion pasiva (osmotrofia) que ocurre en ciertas células de microalgas permeables
cuando las concentraciones de carbono organico disuelto son altas (Stevenson et
al., 1996). Asi mismo, la fagotrofia es otro mecanismo utilizado que trata de la ingesta

de bacterias y otras células como presas particuladas (Barsanti y Gualtieri, 2014).

Asi mismo, se requieren las siguientes caracteristicas para que una especie de
microalga pueda ser cultivada de forma heterotréfica son (Droop, 1974; Morales-
Sanchez et al., 2015y Hu et al., 2018).:

a. Capacidad de division celular y metabolismo activo en ausencia de luz.

b. Capacidad de utilizar una variedad de fuentes de carbono organico, lo que
provoca la utilizacion de residuos de biomasa lignocelulésica y otros
materiales como fuente de carbono.

Capacidad para adaptarse a los cambios ambientales bruscos.

d. Capacidad para resistir el estrés hidromecénico debido a la agitacion.

El cultivo de microalgas bajo condiciones heterotréficas permite que las células de
microalgas crezcan mas rapido, acumulen una biomasa densa y aceite lipidico, en

menos tiempo que los cultivos fototréficos esto debido a que la luz no necesita
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penetrar sobre las células; esto proporciona un método de cultivo viable
econémicamente porque se obtiene mayor produccion de biomasa (Mohan et al.,
2015; Zhou et al., 2017).

El cultivo heterotréfico se ha utilizado con éxito para la produccion de biomasa de
microalgas con alto contenido de lipidos. Se encontré que el contenido de lipidos en
las células de la microalga heterotréfica C. protothecoides es del 55%, cuatro veces
mas alto que en el cultivo autétrofo bajo condiciones similares (Salama et al., 2017;
Xu et al., 2006).

3.4 Ventajas del cultivo heterotréfico de microalgas

Las principales ventajas de cultivar microalgas en condiciones heterodtrofas se

resume a continuacion (Hu et al. 2018; Zhou et al., 2017 y Perez-Garcia et al., 2011):

1. Se supera el problema del suministro optimo de luz para el cultivo debido a
gue no depende de las condiciones climaticas ni estacionales.

2. Las microalgas que tienen la capacidad de crecer en un medio heterotroéfico
pueden metabolizarse en ausencia de luz o en condiciones oscuras, utilizando
carbono organico como fuente de energia y carbono.

Densidades celulares altas que simplifican la recoleccion de la biomasa.

El cultivo heterotrofo se puede llevar a cabo en fermentadores convencionales
a escala industrial, que ofrecen un mejor control sobre los parametros del
proceso como el pH, la temperatura, los niveles de oxigeno y la fuente de

carbono.

3.5 Limitaciones del cultivo heterotrofico de microalgas

Algunas de las principales limitaciones que se presentan en el desarrollo de los
cultivos heterétrofos es que hay un namero limitado de especies de microalgas que
pueden crecer de forma heterotrofa; ademas de que aumentan los costos debido a
la adicién de un sustrato organico. Asi mismo, puede haber inhibicidén del crecimiento
por exceso del sustrato organico y ocurre contaminacién y competencia por otros
microorganismos principalmente las bacterias debido a que tienen tasas de
crecimiento superiores a las microalgas (Chen, 1996; Perez-Garcia et al., 2011; Di
Caprio et al. 2019). Sin embargo, cuando se emplean efluentes residuales como
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medio de cultivo para las microalgas, la presencia de bacterias puede contribuir a la
degradacion de contaminantes organicos y a la liberacién de elementos necesarios
para formas biodisponibles de nitrégeno y fésforo favoreciendo el crecimiento de las
microalgas (Di Caprio et al. 2019, Samo et al., 2018; Ramanan et al., 2016)

3.6 Factores que afectan el crecimiento heterotréfico

Las microalgas, como cualquier otro microorganismo, requieren de condiciones de
cultivo adecuadas para su crecimiento. Las principales variables son la cantidad de
nutrientes disponibles en el medio de cultivo, incluyendo la fuente de carbono, el pH,
la temperatura y el mezclado. A continuacion, se describen aspectos generales de
estas variables.

Nutrientes

Los componentes principales de la biomasa de las microalgas son el carbono y
oxigeno (30% —50% en peso seco), hidrégeno (3%-7% en peso seco), nitrégeno.
(4%—9% en peso seco), fosforo (1%-3% en peso seco), y cantidades menores de
otros elementos como azufre, potasio, magnesio y calcio (Acién et al., 2017). En
general el crecimiento y la productividad de un cultivo de microalgas depende de la
cantidad y calidad de éstos nutrientes presentes en el medio de cultivo (Chiu et al.,
2015).

Sin embargo, el carbono, nitrogeno y fosforo (C, N y P) son los elementos principales
ya que integran la composicion quimica de las microalgas al constituir los cuatro
grandes grupos de biomoléculas: proteinas, carbohidratos, lipidos y acidos nucleicos
gue por si solos forman el 97% de su biomasa. Debido a esto, en un cultivo de
microalgas se busca mantener la relacion de molar C: N: P igual a 106:16:1
observada para el fitoplancton para una produccion 6ptima de biomasa (Redfield,
1934; Fraga y Pérez, 1990; Reynolds, 2006; Ptacnik et al., 2010).

La glucosa es la principal fuente de carbono organico disuelto utilizada en los cultivos
heterotréficos de mayor contenido de energia por mol que otro sustrato; por ejemplo,
la microalgas debido a que se obtienen tasas mucho mas altas de crecimiento que
con cualquier otro sustrato esto se debe a que la glucosa produce 2.8 kJ/mol de

energia en comparacion con 0.8 kJ/mol de acetato que es otra fuente de carbono
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organico comunmente utilizada (Boyle & Morgan, 2009; Perez-Garcia et al., 2011;
Hu et al., 2018). También se ha utilizado el glicerol como fuente de carbono, el cual
también funciona como osmolito para mantener el equilibrio osmatico celular y no es
perjudicial para las microalgas incluso en concentraciones altas. Otras fuentes de
carbono organico que pueden consumir las microalgas son sacarosa, lactosa y
fructosa (Lee et al., 2018).

El nitrégeno y el fésforo son elementos limitantes en el cultivo de microalgas y su
proporcion N: P se utiliza como un indicador importante, si el valor es muy alto
significa restriccion de P y un valor muy bajo implica que el suministro de N es escaso
(Junying et al., 2013). Por ejemplo, para el cultivo de Chlorella Pyrenoidosa bajo
condiciones heterotréficas se ha utilizado como fuente de nitrogeno diferentes
concentraciones de nitrato de sodio (Sachdeva et al., 2016).

Temperatura

Para las microalgas, como para cualquier otro microorganismo, la temperatura es un
factor que afecta su crecimiento y supervivencia; a temperaturas muy altas puede
ocurrir la desnaturalizacion proteica, colapso de la membrana y lisis térmica, y a
temperaturas muy frias se puede presentar la gelificacion provocando que no haya
crecimiento. Para evitar un efecto negativo incluso la muerte celular es importante
tener conocimiento acerca de las temperaturas cardinales que son: la temperatura
minima, 6ptima y maxima que permiten el crecimiento sin causar dafos (Brock,
2009).

En el caso particular de las microalgas la temperatura influye directamente en su
crecimiento a través de cambios en sus actividades metabdlicas, en la cinética de
las enzimas, conformacion de estructuras vitales e incluso en el predominio de las
especies. En general, el aumento de la temperatura estd asociado a una alta

asimilacion de nutrientes (Singh et al., 2015).

El rango de tolerancia de temperatura es diferente para cada especie de microalga.
Por ejemplo, en agua dulce Chlorella y Scenedesmus pueden crecer en el intervalo
de 5°C-35°C, con una temperatura Optima de crecimiento de 25°C y 30°C

respectivamente (Junying et al., 2013).
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Potencial de hidrégeno: pH

El rango de pH para la mayoria de las especies de algas cultivadas es entre 7 y 9,
con un rango O6ptimo de 8.2 a 8.7, aunque hay especies que habitan en ambientes
mas &cidos o basicos (Barsanti y Gualtieri, 2014). Por ejemplo, Scenedesmus sp.
pudo crecer bien en un amplio rango de pH de 4-11 al ser cultivada bajo condiciones
heterotroficas (Ren et al., 2013). Asi mismo, Chlorella sorokiniana fue estudiada bajo
condiciones heterotroficas y se determind que tiene la capacidad de crecer en el
rango de pH de 5-9 (Kim et al., 2013).

El pH en los cultivos de microalgas es importante en la regulacion de la absorcion de
nutrientes esenciales, incluido el nitrato y el fosfato, asi como en la ionizacién de los
metabolitos bioquimicos, la precipitacion de los fosfatos, la solubilidad y la
disponibilidad de elementos traza; ademas de que el pH regula el predominio de las
especies dentro de poblaciones mixtas de microalgas (Acién et al., 2017). En el caso
de los cultivos heterotrofos las microalgas utilizan carbono organico y producen COo,
lo que puede provocar una disminucion del pH (Kim et al, 2013).

Mezclado

La suficiente turbulencia de los cultivos de microalgas minimiza el gradiente de los
nutrientes y evita la sedimentacion celular que puede limitar el rendimiento de las
células. La mezcla debe ser suave y dependiendo de la escala del sistema de cultivo
puede proporcionarse mediante varios métodos desde la agitacion manual
diariamente, hasta el burbujeo de aire con bombas o la agitacion mecanica mediante
bombas (Brindley et al., 2004; Barsanti y Gualtieri, 2014 y Singh et al., 2015).

Sin embargo, la aireacion o agitacion excesiva mediante dispositivos neumaticos y
mecanicos pueden producir dafio celular si las microalgas son susceptibles a las
fuerzas de corte mecéanicas e hidrodinamicas, lo que afecta al rendimiento del cultivo
reduciendo su crecimiento. Los factores que determinan el dafio asociado al esfuerzo
de corte son el tipo de microalgas, su tamafio celular, la composicion y grosor de la
pared celular, la intensidad y la naturaleza del esfuerzo de corte y la adecuacion de
las condiciones de cultivo a las que estan expuestas las células (Acién et al., 2017,
Brindley et al., 2004).
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3.7 Metabolismo en un cultivo heterotroéfico

En modo heterotréfico, el carbono organico adquirido por las microalgas se
cataboliza o degrada, de forma similar a las bacterias. La presencia de enzimas
metabolizadoras de carbono en las microalgas refleja su modo metabdlico basico:
almacenan el carbono y lo fijan en forma de polimeros como el almidén y luego se
descompone y se utiliza en condiciones oscuras para el crecimiento de la biomasa 'y
la division celular. ElI almidén proporciona glucosa para la ruta central de
carbohidratos, ya sea la ruta Embden-Mayerhoff-Parnas (ruta EMP o glucdlisis) o la
ruta de Fosfato de Pentosas (PPP), produciendo NADH y ATP. Bajo condiciones
aerbbicas una vez que la glucosa se ha convertido en piruvato, se metaboliza a
través de la respiracion la cual ocurre con la oxidacion completa de la glucosa a CO2
a través de EMP, PPP y el Ciclo del Acidos Tricarboxilicos (ciclo TCA o Ciclo de
Krebs) y el ATP se genera por fosforilacion oxidativa (Boyle y Morgan, 2009; Perez-
Garcia et al., 2011; Hu et al., 2018).

La ecuacion 3 presenta, en resumen, el proceso de la respiracion celular que como
se menciona con anterioridad se refiere a la degradacion completa de la materia
organica donde se consume oxigeno y se produce COz, es un proceso exergonico y

parte de la energia quimica que se libera se recupera en forma de ATP.

Materia organia + 0, - CO, + H,0 + Energia  Ec 3

La tasa de respiracion de cualquier sustrato organico esta intimamente orientada al
crecimiento y la divisién celular. Las tasas de respiracion endégena y de captacion

de O2 varian a lo largo del ciclo celular (Lloyd, 1974, Perez-Garcia et al., 2011).

Esta respiracion oscura desempefia dos funciones principales en las microalgas: (a)
sirve como fuente exclusiva de energia para el mantenimiento y la biosintesis en
ambientes oscuros y (b) proporciona esqueletos de carbono esenciales para la
biosintesis en cualquier condicion de crecimiento (Geider y Osborne, 1989; Perez-
Garcia et al., 2011).
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Asimilacién de carbono organico

Una de las caracteristicas mas importantes para que las microalgas que se
encuentran limitadas de luz puedan ser cultivadas de forma heterotréfica es que sean
capaces de metabolizar diferentes fuentes de carbono organico, como el acetato,
lactato, etanol, &cidos grasos saturados, glicolato, glicerol, hexosas (como la glucosa
y fructosa), pentosas (xilosa, arabinosa), disacaridos (lactosa, sacarosa y celobiosa)
y aminoacidos. Por lo tanto, se esperaria que las fuentes de carbono utilizadas por
las microalgas en condiciones de oscuridad se transformen en intermedios de
carbono en las principales rutas metabdlicas, reemplazando las moléculas

producidas fotosintéticamente (Morales- Sanchez et al., 2015).

Por ejemplo, de las vias utilizadas para la descomposicion de la glucosa solo la ruta
de Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) y la ruta de las Fosfato Pentosas (PPP) se han
mostrado en las microalgas; predominado en el crecimiento heterotrofo la ruta PPP
que tiene la finalidad de la obtencion de azucares de cinco atomos de carbono, la
ribosa-5-fosfato y la coenzima reducida NADPH necesarios para la biosintesis de

acidos nucleicos y acidos grasos (Mohan et al., 2015, Perez-Garcia et al., 2011).

Otro sustrato utilizado en el estudio de los cultivos heterotréficos es el glicerol el cual
se convierte en gliceraldehido 3-fosfato, que forma piruvato a través de la via EMP
para después entrar en el ciclo de Acidos Carboxilicos TCA (Spennati et al., 2019;
Perez-Garcia et al., 2011). Otro ejemplo es el acetato que una vez dentro de las
células de microalgas, en el citosol, inicia su asimilacion por la acetilacion de
coenzima A por la sintetasa de acetil-CoA para formar acetil coenzima A (acetil-CoA)
en una reaccion catalizada de un solo paso utilizando una sola molécula de ATP.
Esto es especialmente importante porque varias microalgas pueden utilizarlo como
Unica fuente de carbono en bajas concentraciones (por ejemplo, para
Crypthecodinium cohnii no mas de 1g/L) ademas de que es un sustrato facilmente
disponible y econémico derivado de muchas aplicaciones industriales y su uso no
impone severas restricciones al cultivo de microalgas (Morales-Sanchez et al. 2015;
Perez-Garcia et al. 2011; Droop, 1974).
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Asimilacién del nitrégeno

Después del carbono, el nitrégeno es cuantitativamente el elemento mas importante
gue contribuye a la materia seca de las células de microalgas, con un peso seco del
1 al 10%. El metabolismo del carbono y el nitrdgeno estan ligados en las microalgas
porque comparten: el carbono organico suministrado directamente y la energia

generada en el ciclo del TCA y la cadena de transporte de electrones.

En general, el orden de uso de una fuente de nitrégeno por parte de la mayoria de
las especies de microalgas es el siguiente:

amonio> urea> nitrato> nitrito

El amonio se considera la fuente de nitrogeno preferida para las microalgas debido
a que requiere menos energia para su absorcion y su asimilacion proporciona los
bloques de construccion para la sintesis de compuestos organicos de nitrogeno,
como aminoacidos, nucledtidos, clorofilas, poliaminas y alcaloides (Coruzzi, 2003;
Perez-Garcia et al., 2011; Pancha et al., 2014 y Monfet y Unc, 2017).

Respecto al nitrato, la oscuridad puede tener un efecto negativo en su asimilacion.
La mayoria de las microalgas asimilan el nitrato mas rapidamente en la luz que en la
oscuridad. El nitrato es asimilado por las microalgas y transportado a través de su

membrana celular y luego es reducido a amoniaco (Crawford et al., 2000).

Asi mismo, los compuestos de nitrdgeno organico permiten obtener rendimientos
comparables a los obtenidos con amonio y nitrato, aunque las tasas de crecimiento
varian dependiendo de la fuente de nitrégeno orgénico y carbono; asi como la

especie de microalga.
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3.8 Cultivo heterotrofico de microalgas en agua residual

En México la disponibilidad de agua renovable per capita es de 3692 m3hab./afio,
pero se estima que para el afio 2030 en algunas regiones hidrologicas del pais
alcance niveles cercanos o incluso inferiores a los 1000 m%hab./afio, lo que se
califica como una condicién de escasez (EAM, 2016). Una de las acciones que se
deber& tomar para hacer frente a la disminucién de la disponibilidad del agua es

incrementar el volumen de agua residual tratada y su reuso.

Las aguas residuales pueden definirse como una combinacion de los residuos de
materiales organicos e inorganicos naturales, asi como compuestos antropogénicos
provenientes de las descargas de usos municipales, comerciales, de servicio,
agricolas, pecuarios, domésticos, incluyendo fraccionamiento y en general de
cualquier otro uso, asi como la mezcla de ellas (NOM-001-SEMARNAT-1996).
Cuando el agua residual no tratada se acumula y se deja que se vuelva séptica, la
descomposicion de la materia organica que contiene conducird a condiciones
molestas, incluida la produccion de gases malolientes. Asi mismo, las aguas
residuales también contienen nutrientes, que pueden estimular el crecimiento de las
plantas acuéticas y otros microorganismos, especialmente bacterias, virus y
protozoos ademas de contener compuestos toxicos que potencialmente pueden ser
mutagénicos o carcinogénicos (Metcalf y Eddy, 2014; Abdel-Raouf et al., 2012). Por
estas razones, el tratamiento inmediato, asi como su reutilizacion es necesaria para
proteger la salud publica y el medio ambiente. Sin embargo, el tratamiento requerido
para un agua residual depende de los requerimientos de calidad para la descarga
del efluente. En la actualidad, las operaciones y procesos de la unidad se agrupan
para proporcionar varios niveles de tratamiento: primario, secundario y avanzado (0

terciario).

En un tratamiento primario, una porcion de los solidos suspendidos y la materia
organica es eliminada del agua residual, posteriormente éste efluente es tratado en
una segunda etapa donde se elimina la mayoria de la materia organica residual,
sélidos suspendidos y nutrientes (nitrégeno y fosforo); a esta etapa se le conoce
como tratamiento secundario. El efluente del tratamiento secundario contiene
pequefas cantidades de materia organica y nutrientes que no fueron removidos por

el tratamiento secundario. Cuando se requiere el redso o control de la eutrofizacion
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del cuerpo receptor, se usan tratamientos terciarios que involucran procesos fisico-
guimicos que generalmente son costosos y pueden conducir a una contaminacion

secundaria.

A partir de esto, diversos estudios han demostrado la factibilidad del uso de los
cultivos de microalgas en la etapa de tratamiento terciario del agua residual ya que
promueven la eliminacion de nitrégeno y fésforo, que causan la eutrofizacion y otros
elementos como los metales pesados a través de su metabolismo (Bux F., 2013;
Goncalves et al., 2017; Salama et al., 2017; Monfety Unc, 2017; Barroso et al., 2019).

La historia del uso viable de microalgas en el tratamiento de aguas residuales abarca
aproximadamente setenta y cinco afios con la aplicacion de varias especies, incluida
la Chlorella sp, Dunaliella sp., Scenedesmus sp. entre otras (Salama et al., 2017,
Santos y Pires, 2018; Li et al., 2019).

Las microalgas remueven del agua residual carbono, nitrogeno como amonio (NHa4*),
nitratos (NOg), nitritos (NO2) y fésforo como orfosfatos (PO4%) entre otros
compuestos (Gongalves et al., 2017). Convierten estos nutrientes en biomasa la cual
se puede utilizar como fuente potencial de proteinas, lipidos, carbohidratos y
pigmentos para la produccion de fertilizantes, alimento para peces, aves de corral y
biocombustibles como el biodiesel (Abomohra et al., 2016; Nhat et al., 2018; y
Salama et al., 2017).

En el cultivo heterotrofico de microalgas en agua residual bajo condiciones no
estériles la presencia de otros microorganimos sugiere un proceso de esterilizacion
para evitar competencia por el sustrato organico principalmente, sin embargo, los
costos asociados harian que el proceso sea economicamente inviable (Walls et al.,
2019). Debido a esto se prefiere el cultivo heterotréfico en agua residual bajo
condiciones no estériles, ademas de que algunos estudios han demostrado que la
presencia de bacterias mejora el crecimiento de las microalgas y contribuye a la
eliminacién de nutrientes debido a la asociacion simbiotica microalga-bacteria. Esta
cooperaciéon ocurre durante su interaccién metabdlica en el medio de cultivo lo que
permite mayores porcentajes de eliminacion de nutrientes (Ramanan et al., 2016;

Goncalves et al., 2017; Samo et al., 2018; Hernandez-Garcia et al., 2019).

En la Tabla 3 se presentan los principales mecanismos implicados en la eliminacion

de nutrientes durante el cultivo de microalgas en agua residual.
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Tabla 3. Eliminacion de nutrientes en agua residual por microalgas.

Nutriente Mecanismo
Carbén inorgénico: CO; Integracion en el ciclo de Calvin.
Carbon organico Integracion en el metabolismo.
Fijacion por microalgas procariotas (cianobacteria) en
Nitrégeno: No-N amoniaco, seguida de conversion de amino&cidos.
Reduccion en amonio seguida de conversion en
NOs-N y NO2-N aminoacidos.
NH4-N Conversion directa en aminoacidos
Fosforos: PO,—P Fosforilacion quimica

Fuente: (Goncalves et al., 2017).

Algunos estudios de cultivos de microalgas han propuesto una estrategia de cultivo
en dos etapas que involucra a la heterotrofia: heterotréfico-autotrofico o autotrofico-
heterotréfico con el objetivo de generar biomasa con alta densidad celular y alto
contenido de lipidos; ademas de disminuir la contaminacion por otros
microorganismos cuando se involucran estanques abiertos al aire libre (Xiong et al.,
2010; Fan et al., 2012; Hu et al., 2012; Rezi¢ et al., 2013; Altunoz et al., 2020). Asi
mismo, la implementacion de esta estrategia en agua residual contribuye a eliminar

aun mas los nutrientes (Zhou et al. 2012).

Esto debido a que las microalgas producidas por el proceso de dos etapas estan
expuestas a condiciones de estrés que inducen a una rapida acumulacién de lipidos
y a la formacion de quistes los cuales se caracterizan por tener una pared celular
gruesa que proporciona resistencia al cizallamiento mecanico, ademas, de que
facilitan su extraccion por decantacion gravitacional. Asi mismo, se ha sugerido que
las células estresadas resisten la accion de lisis de los depredadores debido a la

pared celular gruesa (Nagappan et al., 2019).

La implementacion de un cultivo heterotréfico en una primera etapa tiene como
objetivo la produccién de biomasa microalgal con alta densidad celular a través del
consumo de carbono organico, una vez que éste se agota, se continua con la
segunda etapa que corresponde al crecimiento autotréfico donde la fuente de
carbono se obtiene a traves de la fijacion de CO.». Este cambio provoca un incremento

en el contenido de lipidos como respuesta al estrés ocasionado debido a la
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irradiacion subita de luz (Fan et al., 2012 y Hu et al., 2012). Por otra parte, se ha
empleado primero una etapa autotréfica con la finalidad de determinar la especie de
microalga eficiente en la produccién de lipidos; el siguiente paso es continuar con
una fase de crecimiento heterotréfico donde es necesario enriquecer el medio de
cultivo con una fuente de carbono organico. Este cambio permite incrementar la
productividad de la biomasa y los lipidos como respuesta al estrés provocado por la
ausencia de luz (Altunoz et al., 2020).

En la mayoria de los cultivos heterotréficos en agua residual estudiados hasta ahora
se ha adicionado como fuente de carbono la glucosa; sin embargo, las microalgas
son capaces de usar fuentes de carbono organico residuales como la melaza
residual, glicerol residual de la industria del biodiesel, asi como el carbono organico
presente en las aguas residuales generadas de la industria como la lactea o vinicola
y de las generadas a partir de la produccion porcina (Spennati et al., 2019; Wang et
al., 2015; Mohan et al., 2015; Beevi et al.,2014).

La necesidad de adicionar una fuente exdgena de carbono organico al agua residual
se debe a que la concentracion de carbono organico presente en ella, 290 mg/L como
composicion tipica, generalmente no es suficiente para desarrollar la heterotrofia, si
se comparada con las concentraciones de glucosa utilizados en los cultivos
heterotréficos (Ramsundar et al., 2017; Metcalf & Eddy, 2014).

3.9 Uso del agua residual porcina en cultivos de microalgas

El Informe del “Mercado mundial de carne de cerdo 2017-2021” establecio que la
carne de cerdo es la mas consumida en el mundo (Cheng et al., 2019 y Reportlinker,
2017). La poblacién actual de cerdos es de 769.05 millones de cabezas de cerdo y
la produccion de cerdo para el afio 2018 fue de 118.8 millones de toneladas métricas.
Esto implica un aumento significativo en el nimero de granjas porcinasy el desarrollo
de operaciones concentradas de alimentacion y crianza de cerdos lo que resulta en
grandes cantidades de produccion de aguas residuales porcinas (Nagarajan et al.,
2019).

El aumento en el volumen de agua residual porcina contribuye a la eutrofizacién de
las aguas superficiales naturales lo que representa un problema ambiental; ademas
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de la contaminacién del suelo que se encuentra a su alrededor y el mal olor asociado
a su descarga (Salama et al., 2017; Garzén-Zufiiga y Buelna, 2014). Esto debido a
gue en la mayoria de los sistemas de tratamiento de efluentes de granjas porcinas a
escala real presentan bajas eficiencias en la remocién de sus contaminantes ya que
sus sistemas no consideran la gran variacion de concentracién en los efluentes de
cada proceso productivo (maternidad, destete, engorda y mezcla); ademas de otros
factores como el tamafio de la granja, la composicion del alimento, el nUmero de
cerdos, la forma o métodos de alojamiento; asi como factores ambientales como la
temperatura y humedad, pero sobre todo el manejo del agua. Existe una correlacion
entre el tamafio de la granja y el uso eficiente del agua, entre mayor es el tamafio de
granja, el agua se utiliza de forma mas eficiente y por consecuencia la concentracion
de contaminantes en el efluente es mayor (Nagarajan et al., 2019 y Garzén-Zufiga
y Buelna, 2014).

El agua residual porcina es generada a partir de las excretas de los cerdos y el agua
utilizada para la limpieza de los cobertizos donde se alojan los cerdos. Debido a esto
el agua residual porcina se caracteriza por su alto contenido de materia organica y
nutrientes como el nitrdgeno, principalmente nitrégeno amoniacal, y fésforo
proveniente de la orina y el excremento de los cerdos que en conjunto constituyen la
alta demanda quimica y bioldgica de oxigeno (ver Tabla 4). Ademas de altos niveles
de solidos suspendidos y compuestos toxicos como hormonas, antibidticos y metales
pesados y ademas de microorganismos patdgenos (Garcia et al., 2019; Cheng et al.,
2019).

Tabla 4. Caracterizacidn fisicoquimica de agua residual porcina.

Soélidos Nitrégeno Fosforo
Sitio Estado totales (mg/L) | DQO (mg/L) | total (mg/L) | total (mg/L) pH Ref.
Después de
Nuevo tratamiento Lépez-Pacheco
Ledn, Mexico primario 7120 10933 163.4 147 6.8 et al., 2019
Garzoén-Zuhiga
Meéxico Cruda - 34310 1666 97.6 7.3 etal., 2014
Zhangetal.,
Yongin, Corea Filtrada - 92800 7300 500 6.6 2011
Kyungbuk,Corea Filtrada 61800 130800 7300 - 6.4 Ahn et al., 2006
Saitama, Japon Diluida 917 90300 4500 2600 7.8 Kim et al., 2004
Wang et al.
Harbin, China Filtrada - 20180 1450.8 18.7 8.9 2015
Vilajeliu Pons et
Monells, Espafia Decantada - 2470 300 - 8.5 al.,, 2017
Minnesota, USA Filtrado - 8800 1200 601 7.1 Wu et al., 2015
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Existen diferentes procesos convencionales para tratar el agua residual porcina
como los tanques de estabilizacion anaerobios, facultativos o aerobios, asi como
humedales artificiales o a través de una digestion anaerobia la desventaja es que se
requieren grandes areas de tierra o los procesos resultan ser costosos debido a que
posteriormente necesitan otros procesos para remover mayor cantidad de
contaminantes (Escalante y Garzoén, 2011). Recientemente, se ha evaluado el cultivo
de microalgas como una alternativa de biorremediacion para el agua porcina ya que
su composicion hace factible su uso como medio de cultivo, ademéas de que las
microalgas presentan alta tolerancia al nitrdgeno amoniacal, antibiéticos y hormonas
(Nagarajan et al., 2019; Prandini et al., 2016; Wang et al., 2015).

En los Ultimos afios se han presentados diversos estudios acerca del cultivo de
microalgas en agua residual porcina que demuestran su tolerancia para crecer en
este tipo de efluentes. Sin embargo, en la mayoria se ha realizado un tratamiento
previo (digestion anaerobia principalmente) para el agua residual porcina y se han
evaluado solo cultivos axénicos, es decir, s6lo un tipo de especie de microalga,
donde predominan Chlorella sp. y Scenedesmus sp. Los resultados indican que las
condiciones de cultivo, asi como el pretratamiento del agua residual porcina tienen
un efecto sobre la produccion de la biomasa microalgal (Cheng et al., 2019, Garcia
et al., 2019; Prandini et al., 2016, Wang et al., 2015; Ji et al., 2013).

En este trabajo se busca aprovechar el alto contenido de carbono organico presente
en el agua residual porcina para utilizarlo como fuente de carbono exégeno en el
agua residual que fungira como medio de cultivo para el desarrollo del proceso
heterotréfico microalgal. Esto permitira determinar si el carbono organico presente

en el agua residual porcina esta biodisponible para el crecimiento de las microalgas.
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4. Justificacion

La implementacién de los cultivos de microalgas como tratamiento biolégico para el
agua residual contribuyen a la mejora del medio ambiente y a la produccion de
biomasa con potencial de ser aplicada para producir productos con valor agregado.
Sin embargo, la mayoria de las investigaciones se han enfocado al desarrollo de
cultivos fototréficos limitando la capacidad heterotréfica de las microalgas para
sobrevivir en condiciones limitadas de luz y aprovechar el carbono organico
disponible en el medio. Esta capacidad de crecer de forma heterotrofica de las
microalgas puede ayudar en el tratamiento de otros efluentes que se caracterizan
por su alto contenido de materia organica como el agua residual porcina. Las aguas
residuales porcinas son dafiinas para el medio ambiente debido a sus contaminantes
toxicos y su potencial de eutrofizacidon por lo que es importante darle un tratamiento
y reuso. Actualmente la informacidn acerca de cultivos heterotréficos de microalgas
con fuentes residuales de carbono organico es limitada (agua residual de la
produccion vinicola y melaza fermentada, glicerol residual y licor de concentrado) por
lo que es importante el desarrollo de una investigacion que integre el uso de agua
residual porcina en la aplicacion de los cultivos heterotroficos de tal manera que se
de paso a futuras investigaciones en las que se utilice como medio de cultivo
unicamente fuentes residuales como nutrientes para producir biomasa microalgal

con el beneficio de darle tratamiento a estos efluentes residuales.
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5. Objetivos

Objetivo General

Desarrollar un proceso heterotréfico microalgal para produccién de biomasa y
tratamiento de agua residual a escala laboratorio.

Objetivo Particulares

1. Determinar la concentracion de carbono orgéanico a utilizar, a partir de agua
residual porcina, en el proceso heterotréfico microalgal en funcién del
incremento de la biomasa medido como biomasa seca en g/L.

2. Determinar la remocion de carbono organico en el medio de cultivo para
determinar su efecto sobre el incremento de la biomasa a través del balance
de masa del carbono.

3. Determinar la mejor remocion de los nutrientes (nitrégeno amoniacal, nitratos,
ortofosfatos, carbono total, demanda quimica y biologica de oxigeno) en la
mezcla de agua residual urbana con agua residual porcina para evaluar el
cultivo de microalgas como tratamiento biologico.

4. Evaluar el incremento de la concentracion de la biomasa y la remocién de
nutrientes bajo condiciones de oscuridad para determinar si es posible el
desarrollo del proceso heterotrofico microalgal para produccion de biomasa y

tratamiento de agua residual.
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6. Hipotesis

Es posible que el consorcio de microalgas sea capaz de consumir el carbono
organico proveniente de la mezcla agua residual urbana con agua residual porcina,
permitiendo el desarrollo de un proceso heterotréfico microalgal bajo condiciones no
estériles en donde el incremento de la biomasa y la remocion de nutrientes sean

comparables a los obtenidos con otras fuentes de carbono organico.
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7. Metodologia

El trabajo experimental se llevo a cabo en el Laboratorio de Ingenieria Ambiental

(LIA) del Instituto de Ingenieria de la UNAM. La metodologia de esta investigacion

se presenta de forma general en el siguiente diagrama (ver Figura 1).

Muestreo de agua residual de la
PTAR de la FCPyS-UNAM y agua
residual porcina de granja privada
ubicada en Milpa Alta, CDMX.

Caracterizacion
fisicoquimica del agua

Efecto de la concentracion
de carbono organico

. . '
residual proveniente del

agua residual porcina.

l

Cultivo de microalgas en agua

residual con agua residual
porcina.

y porcina.

residual de la FCPyS-UNAM

Concentracion y
productividad de biomasa.

Y
Balance de
carbono.

l

Monitoreo y remocion de
nutrientes.

A 4

Seleccion de la
concentracion de carbono
organico residual.

Y

Desarrollo del proceso
heterotrofico microalgal

Y

Monitoreo y remocion
de nutrientes.

Evaluar el cultivo de

microalgas en condiciones
de oscuridad

Y

Concentracion y

productividad de
biomasa.

Figura 1. Diagrama de la metodologia aplicada.

Balance de
carbono.
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7.1 Agua residual y agua residual porcina
Agua residual

El agua residual urbana se colectd del efluente secundario de la Planta de
Tratamiento de Agua Residual de la Facultad de Ciencias Politicas y Sociales de la
UNAM (PTAR FCPyS-UNAM), localizada en Ciudad Universitaria, Ciudad de México.
Se tomaron 4 muestras puntuales durante los meses de agosto y febrero del 2019 y
2020 respectivamente. Las muestras fueron recolectadas en bidones de 20 L de
polietileno y se almacenaron a la temperatura de 4°C.

La PTAR esta integrada por un tratamiento primario y secundario. En general
consiste en: un carcamo de captacion que cuenta con un arenero, una rejilla de
cribado grueso y una rejilla de cribado fino, después el agua cae a un tanque de
igualacion, posteriormente se alimenta a los reactores biolégicos uno de tipo de lodos
activados y un segundo reactor biologico aerobio de pelicula fija; después el efluente
se conduce hasta un sedimentador secundario de placas paralelas y finalmente es

enviado al tanque de alimentacion de un filtro de arena a presion.

Antes de utilizar el agua residual en los cultivos de microalgas se filtro por gravedad
con relleno delcrén siliconizado (100% poliéster) en conos imhoff tres veces y
después con papel filtro con un diametro de poro de 8 um con el objetivo de remover

sélidos en suspension.

Agua residual porcina

El agua residual porcina cruda se colectd de una granja privada cuya actividad
productiva corresponde a la engorda de cerdos, la granja se encuentra ubicada al
Sur de la Ciudad de México en la Alcaldia de Milpa Alta y no cuenta con ningan
sistema de tratamiento. La alimentacién de los cerdos dentro de la granja consiste
en una primera etapa con alimento de engorda y posteriormente residuos de
embutidos. Se realizdé un muestreo Unico y la toma de una muestra puntual durante
el mes de julio de 2019. Se removieron los solidos flotantes de la muestra con una
coladera comercial. Después se filtr6 con relleno delcrén siliconizado (100%
poliéster) en conos imhoff tres veces y finalmente con papel filtro con un diametro
poro de 8 um para remover solidos en suspension. Finalmente se almacend en

bidones de 20 litros de polietileno a la temperatura de 4°C hasta su uso.

33



7.2

Determinacion de parametros fisicoquimicos

Para la caracterizacion fisicoquimica del agua residual y del agua residual porcina;

asi como el monitoreo de los cultivos de microalgas durante el periodo de cultivo se

emplearon los pardmetros fisicoquimicos y los Métodos Normalizados para el

Andlisis de Aguas Potables y Residuales (APHA, 1992) que se presentan en la Tabla

5.

Tabla 5. Pardmetros fisicoquimicos.

Parametro

Método

pH

Método electrométrico 4500 HB: medicién con medidor de pH Orion
Star A211(Thermo Scientific)

Sélidos suspendidos
totales, SST

Método 2540 D: Gravimetria sélidos secados a 105°C

Nitrogeno amoniacal

Método titulométrico 4500 NHsE en la unidad de destilacion BUCHI:
Destilacion con NaOH y después titulacion con H.SO4 (0.02 N)

Nitratos

Método 8039 HACH: Colorimétrico. Medicién en espectrofotdmetro a
500 nm.

Ortofosfatos

Método 8178 HACH: Colorimétrico. Medicién en espectrofotbmetro a
530 nm.

Demanda Quimica de
Oxigeno, DQO.

Método 5220 D: Colorimétrico, Reflujo cerrado (digestion por 2 h'y
después lectura en el espectrofotdmetro a 600 nm).

Carbono total,
orgéanico e
inorgénico

Método 5310 B: Medicion de combustién-infrarrojo en Analizador de
Carbono y Nitrégeno TOC-Lcpuicen (Shimadzu).

Demanda Bioquimica
de Oxigeno, DBOs

Método 5210 D: Método Respirométrico con sistema OxiTop.

*Métodos normalizados para el andlisis de aguas potables y residuales (APHA, 1992).

Para la determinacion de nitrdgeno amoniacal, nitratos, ortofosfatos, carbono

demanda quimica y biolégica de oxigeno las muestras fueron centrifugadas a

3000 rpm (1590 x g) durante 5 minutos y posteriormente filtradas con un filtro de

tamafo de poro de a 8 um y de 1.6 um previamente. Sin embargo, para cuantificar

la cantidad de carbono en el Analizador de Carbono y Nitrégeno TOC-LCPH/CPN

fue necesario filtrar

un volumen de 40 mL de cada muestra a través de una

membrana de tamafio de poro de 0.45 um.
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En el Analizador de Carbono y Nitrégeno TOC-LCPH/CPN se generaron dos curvas
de calibracion una para medir el carbono total (CT) y otra para el carbono inorganico
(CI). La curva para carbono total se generé a partir de una solucién madre de biftalato
de potasio y la de carbono inorganico a partir de una solucién madre de carbonato y
bicarbonato de sodio. Ambas curvas consideran el intervalo de 0 a 200 mg/L de
carbono total y los coeficientes de correlacion r? para la curva de CT y Cl fueron de
0.9974 y 0.9944 respectivamente.

La determinacion del carbono organico total (COT) consiste en una oxidacion
catalitica a 720°C, como producto de la combustion se genera agua que se vaporiza
y se elimina mediante una posterior condensacion; otro producto de la combustién
es el carbono (orgénico e inorganico) que se oxida a CO: el cual es transportado por
una corriente de aire y es cuantificado mediante un detector de infrarrojo no
dispersivo y de esta forma se determina el CT presente en la muestra. El CI que se
refiere a la concentracion de dioxido de carbono disuelto, carbonatos y bicarbonatos,
se obtiene al acidificar la muestra con &cido fosforico, proceso en el que se forma

CO: y el cual es medido por el detector de infrarrojo no dispersivo.

Una vez cuantificado el TC y el IC, el carbono orgéanico total se obtiene por diferencia

de las concentraciones obtenidas:

TOC =TC —IC Ec.4

7.3 Cultivo fototréfico de microalgas en agua residual

El consorcio de microalgas, con predominancia del género Scenedesmus sp., que
se utilizd en este proyecto se obtuvo del Laboratorio de Ingenieria Ambiental, del
Instituto de Ingenieria de la UNAM el cual ha sido adaptado en agua residual por el

grupo de trabajo de la Dra. Maria Teresa Orta Ledesma.

Con el objetivo de reproducir el consorcio e incrementar la cantidad de biomasa
microalgal necesaria para usar como inoculo en el desarrollo experimental, se
instalaron cultivos a partir de éste consorcio de microalgas utilizando agua residual
de la PTAR FCPyS-UNAM con una concentracion de 30 %v/v de inoculo y agua

residual con un volumen total de 7 L. Los cultivos fueron contenidos en bidones de
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10 L de tereftalato de polietileno (PET) y expuestos a la temperatura y luz del medio

ambiente, con agitacion manual una vez por dia.

Figura 2. Reproduccion del consorcio microalgal en agua residual.

Posterior a esto, las microalgas a utilizar como inéculo se separaron del agua
residual y se concentraron por centrifugacion a 2500 rpm (1104 x g) durante 15
minutos. Después el sobrenadante se decantd y el concentrado se suspendio en
medio de cultivo BG-11 antes de ser utilizado como inoculo para el desarrollo de los

cultivos.

7.4 Disefio de experimentos: definicion de la concentracion de carbono

residual a utilizar en el proceso heterotrofico microalgal

Para el desarrollo de los cultivos se evaluaron dos concentraciones de carbono
organico residual definidas a partir de la caracterizacion promedio de los nutrientes
del agua residual y del agua residual porcina en particular considerando las
concentraciones de carbono organico y nitrdgeno amoniacal utilizadas en cultivos
heterotréficos presentados por la literatura (Ramsundar et al., 2017; Sheng et al.,
2017; Zhou et al., 2012). A partir de la caracterizacion fisicoquimica de las aguas
residuales se determinaron los volumenes necesarios a mezclar para tener las
concentraciones definidas. Asimismo, para disminuir los sélidos suspendidos y la

turbiedad de la mezcla de aguas residuales se centrifugé a 7000 rpm (8656 x Q)
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durante 5 minutos y se inoculé a partir del concentrado de biomasa microalgal

previamente cultivado en agua residual.

Disefio de experimentos

Para determinar la concentracion de carbono orgénico residual, proveniente del agua
residual porcina, a utilizar en el desarrollo del proceso heterotréfico microalgal se
realizé un experimento unifactorial completamente al azar durante 21 dias, donde el
factor corresponde a la concentracién de carbono organico residual en los cultivos.
Este factor considera tres niveles que son Concentracién 1 y Concentracion 2 de
carbono organico residual, proveniente de la mezcla del agua residual porcina y del
agua residual, y el Control 1 que corresponde al carbono organico residual presente

Unicamente en el agua residual; cada uno se realiz6 por triplicado.

Para el analisis de los resultados se consider6 como variable de respuesta el
incremento de la biomasa microalgal medido como Sdlidos Suspendidos Totales,
SST. Los resultados obtenidos se analizaron a través de un Analisis de Varianza
(ANOVA) vy la prueba de Tukey para determinar la diferencia existente entre las
medias de los tratamientos considerando un intervalo de confianza del 95% (a=0.05).
La hipdtesis nula es que todos los tratamientos son iguales y la alternativa es que

alguno de los tratamientos es diferente.

Tabla 6.Condiciones de los cultivos (disefio de experimentos).
Factor Nivel

Control 1: 22.1+1.2 mg/L (agua residual urbana).

Concentracion de | Concentraciéon 1, C1: 398.2+9.1 mg/L (agua residual urbana -

carbono organico | agua residual porcina)®.
(COoT)

Concentracién 2, C2: 892 £18.2 mg/L (agua residual urbana-
agua residual porcina)®.

a: se diluyo 50 veces el agua residual porcina en agua residual.
b: se diluyo 25 veces el agua residual porcina en agua residual.

37



Los cultivos se instalaron en el invernadero del Edificio 5 del Instituto de Ingenieria
de la UNAM dentro de un estante cubierto con papel aluminio. Se consideré como
unidad experimental un bidén transparente de PET con un volumen de 4 L; y una
concentracion inicial de 506 + 16.13 mg/L de in6culo de microalgas. Los cultivos se
colocaron dentro de un estante cubierto con papel aluminio durante 21 dias y bajo
un fotoperiodo inducido de 12:12 horas de luz: oscuridad, las horas de iluminacion
se aplicaron con lamparas LED de luz blanca con una intensidad de luz de 77

umol/m?s (ver figura 4). La agitacion fue manual una vez por dia durante 5 minutos.

Figura 4. Fotografia de los cultivos dentro del estante.
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7.5 Desarrollo del proceso heterotrofico microalgal

A partir de los resultados obtenidos respecto a las concentraciones evaluadas de
carbono organico residual en los cultivos de microalgas se selecciond el valor que
proporcioné mayor concentracion de biomasa y se evalué en condiciones de
oscuridad; considerando un segundo control que corresponde al cultivo de
microalgas en agua residual. Los cultivos se instalaron en el invernadero del Edificio
5 del Instituto de Ingenieria de la UNAM dentro de un estante cubierto con aluminio
durante 21 dias. La unidad experimental fue un bidon transparente de polietileno con
un volumen de 4 L; y una concentracion inicial de 506 + 16.13 mg/L como in6culo
de microalgas. Este indculo se obtuvo a partir de concentrar la biomasa obtenida en
los cultivos previos en agua residual y agua residual porcina. La agitacion fue manual

una vez por dia durante 5 minutos.

Figura 5. Esquema de instalacion de los cultivos en condiciones de oscuridad.

Unidad 1 Unidad 2

Figura 6. Unidades experimentales empleadas en el cultivo bajo condiciones de
oscuridad.
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La concentracion de la biomasa microalgal de los cultivos se midié por gravimetria
como Sélidos Suspendidos Totales a 105°C. Las determinaciones se realizaron cada

tercer dia.

Asi mismo, durante los 21 dias de cultivo se monitoreo el comportamiento de los
nutrientes para esto se tomo6 una muestra cada tercer dia. De cada muestra primero
se midi6 el pH y posterior a esto la muestra se centrifugo a 3000 rpm (1590 x @)
durante 5 minutos y después se filtré con papel filtro de diametro de poro igual a 8
pm y finalmente con 1.6 um con el objetivo de determinar la cantidad de nutrientes

removidos en el agua residual sin interferencias de sélidos durante su analisis.

Figura 7. Muestras tomadas para su caracterizacion fisicoquimica.
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8. Resultados y analisis

8.1 Caracterizacion fisicoquimica del agua residual y del agua residual

porcina

Se realiz6 la caracterizacion fisicoquimica del agua residual y del agua residual
porcina utilizadas en este estudio. En la Tabla 7 se presenta el promedio y la
desviacion estandar para cada parametro determinado de las cuatro muestras

colectadas de agua residual urbana tratada y la muestra de agua residual porcina.

Tabla 7. Caracteristicas fisicoquimicas de las aguas residuales.

Agua residual de la Agua residual
Parametro PTAR FCPyS-UNAM porcina
pH 8.2+0.2 8.140.2
SST (mg/L) 31.7+16.5 23750.0 + 70.7
DQO (mg/L) 97.4+12.7 85600.0 + 200
DBOs (mg/L) 433+7.6 59500.0 + 707
Nitrégeno amoniacal (mg/L) 136.2 + 28.2 5351.0 + 215.5
Nitratos NO'3 (mg/L) 9.7+1.4 334.0+ 83.7
Nitrégeno Total (mg/L) 145.9 + 29.6 5685.0 + 299.2
Ortofosfatos PO4*(mg/L) 62.4+9.2 6608.0 + 256.6
Carbono total, CT (mg/L) 186.7 + 46.3 22305.0 + 629.3
Carbono inorganico, Cl (mg/L) 157.5 + 46.2 2234.0 + 209.3
Carbono orgénico, COT (mg/L) 29.5 +10.1 20075.0 + 833.0
N:P (molar) 5.1 1.9
C:N (molar) 1.5 4.5
DBO/DQO 0.4 0.7
DBO/COT 1.5 3

En general, la concentracion de nutrientes para el agua residual porcina es alta; por
ejemplo, en términos de demanda quimica de oxigeno (DQO) varia entre menos de
10000 mg/L a mas de 100000 mg/L en caso extremos (Cheng et al., 2020). En la
Tabla 7 se observa que la DQO se encuentra dentro de este intervalo con un valor
de 85600 mg/L el cual se compara con otros efluentes porcinos crudos como los
reportado por Zhang et al., (2011) que reporta un valor de DQO de 92800 mg/L para

efluentes procedentes de Yongin, Corea. Ahn et al., (2006) presento un valor de DQO
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igual a 130800 mg/L procedente de Kyungbuk, Corea; y Kim et al. (2004) un valor de
90300 mg/L para un efluente diluido procedente de Saitama, Japon. En el caso
especifico de México Garzon-Zuniga y Buelna (2014) realizaron muestreos
puntuales de granjas porcinas y encontraron que para el caso del proceso productivo
de engorda la concentraciobn aumenta con el tamafio de la granja y el uso eficiente
del agua. En el estudio reportaron los siguientes intervalos para la DQO: valores
entre 3478 y 9300 mg/L para granjas chicas con hasta 2500 puercos, valores entre
19344 y 38544 mg/L para granjas medianas con 2500 a 7999 puercos y valores entre
34310 y 40498 mg/L para granjas grandes con 8000 0 mas puercos.

Respecto a la concentracion de carbono total, la relacion presente en cada agua
residual es distinta; en el agua residual porcina la cantidad de carbono organico es
superior a la cantidad de carbono inorganico, pero en el agua residual la relacion es
opuesta ya que el carbono inorganico es superior al organico. Esta diferencia se debe
al origen de cada efluente que es el que le otorga esta composicion, por ejemplo, en
el agua residual porcina las excretas de los cerdos son uno de los componentes
principales y esto le confiere un alto contenido de materia organica (Garcia et al.,
2019; Nagarajan et al., 2019). Ademas de que el agua residual es un efluente ya

tratado por un tratamiento secundario.

Diversos estudios demuestran que los cultivos de microalgas son una alternativa
eficiente para remover nitrogeno y fosforo del agua residual (Shi et al., 2014;
Sukacova et al., 2015; Gao et al., 2016; Sheng et al., 2017).

En la Tabla 6 se presentan las relaciones molares carbono: nitrégeno C:N y
nitrogeno: fésforo N:P para cada efluente. Las relaciones C:N y N:P de las aguas
residuales son uno de los factores que podrian afectar significativamente la eficiencia
de eliminacion de nutrientes, la productividad de las microalgas y el dominio de las
especies de microalgas presentes en el cultivo. Estas relaciones varian
significativamente con el tipo de agua residual y normalmente se alejan de la relacion
molar C:N:P igual 106:16:1 observada para el fitoplancton para una produccién
optima de biomasa (Redfield, 1934; Richmond, 2004; Richmond y Hu, 2013; Li et al.,
2019).

42



Las relaciones C:N determinadas para el agua residual y agua residual porcina son
menores a la relacidn tipica de las aguas residuales domésticas que es 7:1 (Park y
Craggs, 2010). Sin embargo, la mezcla de estos dos tipos de aguas residuales puede
lograr una relaciéon de C:N equilibrada y asi mejorar la productividad del cultivo, la
remocion de nitrégeno, fésforo y la demanda quimica de oxigeno (Ma et al., 2017;
Zheng et al., 2018).

Respecto a la relacion N:P para el agua residual su valor es igual a 5:1 el cual es
mayor al valor esperado para aguas residuales que es de 4:1 o menor (Cai et al.,
2013). Sin embargo, el agua residual porcina presenta un valor inferior igual a 2:1 de
N: P. Estudios demuestran que la remocion 6ptima de nitrégeno y fosforo dependen
de estas relaciones, por ejemplo, Xin et al. (2010) mostraron que una relacién N:P
de 5:1-12:1 mejord la eficiencia de eliminacion de nitrégeno y fosforo a 83-99% y

99% respectivamente, por Scenedesmus sp.

En la Tabla 7 también se presentan las relaciones entre demanda quimica de
oxigeno, demanda bioquimica de oxigeno y carbono organico determinadas para
cada efluente. Si el valor de la relacibn DBO/DQO se encuentra en el intervalo de
0.3-0.8ylaDBO/COT entre 1.2-2 es factible tratar un efluente por métodos bioldgicos
(Metcalf & Eddy, 2014). Los valores obtenidos de las relaciones DBO/DQO para
ambos efluentes indican que pueden ser tratados facilmente por medios biologicos

en este caso a traveés del cultivo de microalgas.
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8.2 Cultivo de microalgas en agua residual y porcina para definir la
concentracion de carbono residual a usar en el proceso heterotrofico

microalgal

En la Tabla 8 se presenta la caracterizacion inicial de cada medio de cultivo utilizado

para el experimento.

Tabla 8.Caracterizacion fisicoquimica inicial de los medios de cultivo.

Control 1 ., .,
(Agua residual de Ia Concentracion 1 Concentracion 2
Parametro PTAR FCPyS-UNAM) (c1) (€2)
pH 8.4+0.02 8.0+ 0.05 8.1+0.02
DQO (mg/L) 96.3+3.8 975.0 £ 14.1 2295.0+17.3
DBOs (mg/L) 35.0+3.5 925.0 + 35.4 1650.0 + 70.7
Nitrégeno amoniacal (mg/L) 155.9 8.3 297.7 £ 6.6 386.0+ 1.9
Nitratos NO3 (mg/L) 83422 57+1.2 14.0+1.0
Nitrégeno Total (mg/L) 164.1+5.2 303.4+7.7 402.0 £3.6
Ortofosfatos PO4> (mg/L) 57.8+0.4 102.6 +2.9 148.8 + 0.9
Carbono total, CT (mg/L) 236.2+ 1.1 620.8 + 10.7 1155.5 + 14.8
Carbono inorgénico, CI (mg/L) 2142423 222.8+1.6 263.4+3.3
Carbono organico, COT (mg/L) 22.1+1.2 398.2+9.1 892.2 +18.2
N:P (molar) 6.3 6.5 6.0
C:N (molar) 1.7 2.4 3.4

Al mezclar las aguas residuales para conformar el medio de cultivo con la
Concentracion 1 (COT: 398.2 £ 9.1 mg/L) y la Concentracion 2 (COT: 892.2 + 18.2
mg/L) las relaciones C:N y N:P se vieron afectadas debido a que el agua residual
porcina no sélo permite incrementar el contenido de carbono organico sino también

enriquece el medio con otros nutrientes como el nitrégeno y el fosforo (ver Tabla 8).

La mezcla permitio establecer una relacién de N: P promedio de 6.3:1 para las tres
condiciones Control 1, C1 y C2. Con respecto a la relacién C:N para C1 y C2
disminuy6 en comparacién a la relacion C:N del agua residual porcina sola (ver Tabla
7); sin embargo, mantienen un valor mayor al Control 1. Ademas de que el valor de
esta relacion C:N presenta una tendencia creciente al aumentar el volumen de agua

residual porcina utilizada. Esto comprueba que mezclar aguas residuales diferentes
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se contribuye al equilibrio de estas relaciones C:N y N:P y con ello se puede mejorar

la productividad y remocion de nutrientes.

8.2.1 Incremento de la concentracion de la biomasa microalgal

La concentracion de la biomasa microalgal de los cultivos evaluados bajo
condiciones de 12:12 h de luz y oscuridad se determin6 cada tercer dia durante los
21 dias de cultivo establecidos para el experimento. La Figura 8 presentan las tres

curvas de concentracién de biomasa generadas (ver Figura 8).
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Figura 8.Contenido de biomasa en los cultivos de microalgas medido como SST (mg/L).

Los cultivos con la Concentracion 2 (COT: 892.20+£18. 2 mg/L) son los que presentan
mayor contenido de biomasa en comparacion a los de la Concentracion 1 (COT:
398.2 +9.1 mg/L) y Control 1 (COT: 22.1+1.2 mg/L). La curva generada para la
Concentracion 1 indica que el punto en el que se obtuvo mayor contenido de biomasa
fue en el dia 17 con 1037 mg/L con una productividad de 0.03 g/Ld y para la
Concentracion 2 fue en el dia 13 con 1220 mg/L con una productividad de 0.06 g/Ld.
Respecto al Control 1 el mayor contenido de biomasa se obtuvo el dia 13 con

894 mg/L con una productividad de 0.02 g/Ld. En general para las tres condiciones
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de cultivo la concentracion de biomasa y productividad disminuyd una vez que se

alcanzé su valor mas alto.

En la Tabla 9 se presenta la concentracion y productividad final de biomasa
microalgal obtenida a los 21 dias de cultivo para cada condicién Control 1,

Concentracion 1 y Concentracion 2:

Tabla 9. Concentracion de biomasa y productividades obtenidas a los 21 dias de cultivo.

Concentracion de Productividad
Cultivo biomasa (g/L) (g/Ld)
Control 1 0.88 0.019
Concentracion 1 1.0 0.025
Concentracion 2 1.1 0.029

Los valores de concentracion de biomasa obtenidos se encuentran dentro los valores
reportados en la literatura bajo condiciones de cultivo similares de luz y contenido de
nutrientes. Por ejemplo, Scenedesmus obliquus fue cultivada en agua residual
digerida y estéril con 289.9 mg/L de nitrégeno total donde se obtuvieron
concentraciones de 0.8 a 1.6 g/L (Wang et al., 2016). Asi mismo, S. obliquus se
cultivd en agua residual con una proporcion del 7% de lixiviado no estéril con 150
mg/L de nitrogeno amoniacal con el cual se obtuvo de 1.2 g/L de biomasa
(Hernandez-Garcia et al., 2019). Del mismo, Chlorella vulgaris fue cultivada durante
12 dias en agua residual porcina diluida con agua destilada con un contenido de
nitrdgeno amoniacal de 268 mg/L y la concentracion de biomasa final fue de 1g/L (Ji
et al., 2013).

Asi mismo se determind la velocidad especifica de crecimiento u para cada condicién
de cultivo y se obtuvo un valor de 0.041 d, 0.040 d'y de 0.043 d! para el Control
1, la Concentracion 1y la Concentracion 2 respectivamente. Estos valores indican
gue la velocidad especifica de crecimiento para las tres condiciones es practicamente

la misma independientemente de la concentracion de carbono.

Para analizar los resultados de concentracion de biomasa microalgal obtenidos se
realizé6 un Analisis de Varianza (ANOVA) con un intervalo de confianza del 95%
(0=0.05) con el que se obtuvo un valor de p-value de 0.015 que indico que

efectivamente existen diferencias significativas entre los tratamientos. Por lo tanto,
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se hizo una prueba de Tukey a las medias de los tratamientos con lo que se
determiné que los cultivos con la Concentracion 2 fueron significativamente
diferentes (p-value igual a 0.011) y ademas corresponden a los cultivos con mayor
concentracion y productividad de biomasa a los 21 dias.

8.2.2 Balance de masa de carbono

Para determinar la cantidad de carbono presente en cada cultivo, asi como su
remocion se tomaron muestras cada tercer dia. Con los resultados obtenidos se
construyeron las curvas que representan el comportamiento del carbono medido
como CT, Cly COT durante los 21 dias de cultivo bajo condiciones de 12:12 h de luz

y oscuridad.

La Figura 9 presenta las curvas de CT, Cl y COT generadas para el Control 1 con
relacion a la concentracion de la biomasa microalgal generada (SST).
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Figura 9. Curvas de carbono (CT, Cly COT) y SST para el cultivo Control 1.

La Figura 9 indica que el metabolismo predominante fue el fotosintético debido a que
no hubo consumo de carbono organico. La cantidad inicial de CI fue mayor al
organico y éste disminuyo rapidamente hasta el dia 13 que es cuando se alcanzé el

punto maximo de concentracién de biomasa. Posterior a este dia el Cl present6 un
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comportamiento constante, ya no hubo una disminucion significativa en su
concentracion ni en la concentracion de la biomasa microalgal del cultivo. Mientras
gue la curva generada para el COT present6 un ligero comportamiento ascendente
el cual se mantuvo hasta el dia 13 y después disminuyd manteniendo un
comportamiento estable hasta el dia 21; sin embargo, la concentracién final fue
superior a la inicial, esto confirma que no hubo remocion de COT por parte del

consorcio microalgal.
En la Tabla 10 se presenta el balance de masa del carbono para el Control 1.

Tabla 10. Balance de masa de los cultivos Control 1.

CONTROL 1 Inicial (mg/L) Final (mg/L) % removido
Carbono Total, CT 236.3 34.4 85.5
Carbono orgénico, COT 22.1 33.5 0.0
Carbono inorganico, Cl 214.2 0.9 99.6

De la concentracion inicial del carbono total, el 90.6% corresponde a carbono
inorganico y solo el 9.4% a carbono organico. El balance de masa indica que se
removié el 85.5% CT, el cual corresponde Unicamente a carbono inorganico con el
99.6% removido respecto a su concentracion inicial. Por otra parte, la concentracion
final de COT indica que no hubo remocidn, pero si un incremento en su

concentracion.

El incremento en la concentracion del COT puede ser por diferentes razones entre
ellas debido a la lisis celular de algunas microalgas u otros microorganismos
presentes en el agua residual como bacterias y protozoarios; otra razén puede ser
debido a que las microalgas excretan carbohidratos y otros compuestos organicos
complejos los cuales pueden actuar como inhibidores de crecimiento, especialmente
como un medio para limitar la competencia entre otras especies y como defensa
contra la depredaciéon por otros microrganismos. Asi mismo, otros estudios
especulan que estos compuestos organicos excretados sirven como fuente de
energia para las microalgas, especialmente de noche, después de la fotosintesis; o
para proporcionar nutrientes disponibles, por ejemplo, se sabe que las microalgas

pueden excretar fosfatasas alcalinas, especialmente cuando el fosforo limita el
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crecimiento, esto moviliza el fésforo organico absorbido y lo pone a disposicion de
las microalgas (Garcia; 2014; Barsanti y Gualtieri, 2014; Richmond, 2004;
Grobbelaar, 1983).

En resumen, la ecuacion quimica que representa la remocién de carbono para el

Control 1 es la Ec. 1:

H,0 + HCO; — C(biomasa)+ 1/0, +30H~ Ec.1

La Ec. 1 indica que, en los cultivos Control 1, el consorcio de microalgas tuvo
preferencia hacia el consumo del carbono inorganico empleando la autotrofia
(Chojnacka y Marquez-Rocha, 2004; Kim et al. 2013).

La Figura 10 presentan las curvas de CT, ClI y COT generadas para la
Concentracion 1 con relacion a la concentracion de la biomasa microalgal generada
(SST).
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Figura 10. Grafica de curvas de carbono y SST para el cultivo Concentracién 1.

En los cultivos con la Concentracién 1 la cantidad de COT se encuentra en una
proporcién mayor a la del ClI. Como se observa en la Figura 10, la concentracion del

COT disminuye desde del dia uno de cultivo y después permanece constante a partir
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del dia 13, aunque es hasta el dia 17 que se alcanza el punto con mayor
concentracion de biomasa con 1037 mg/L.

Respecto a la concentracion de Cl se observa un comportamiento oscilante con
puntos de incremento y disminucion, aunque finalmente la concentracion es menor
a lainicial, a los 21 dias de cultivo. Es comportamiento indica que hay consumo y
produccién de CI.

El consumo del Cl implica que las microalgas adquieren energia quimica a partir de
reacciones fotosintéticas dependientes de la luz para absorber fotones y a través de
una serie de reacciones bioquimicas generan oxigeno y energia (ATP); asi como el
agente reductor NADPH para posteriormente ser utilizados en las reacciones
independientes de la luz donde se produce la fijacion del ClI (diéxido de carbono
disuelto, carbonatos y bicarbonatos).

Mientras que el incremento en la concentracion de Cl es a causa del consumo de
COT que genera como producto CO». Se ha demostrado que las reacciones
independientes de la luz se pueden desactivar si hay concentraciones adecuadas de
sustratos de carbono organico en el medio de cultivo para la absorcion celular. Bajo
estas circunstancias, el ciclo de Calvin se bloquea, es decir, la fijacion de carbono
inorganico se detiene y el organismo utiliza un mecanismo mas eficiente en términos
de energia para adquirir las fuentes de carbono organico suministradas de forma

exdgena (Stevenson et al.,1996; Perez-Garcia et al., 2011).

En la Tabla 11 se presenta el balance de masa de carbono para los cultivos

Concentracion 1.

Tabla 11.Balance de masa de los cultivos Concentraciéon 1.

CONCENTRACION 1 Inicial (mg/L) Final (mg/L) % removido
Carbono Total, CT 620.8 243.8 60.7
Carbono organico, COT 398.2 70.0 82.4
Carbono inorganico, Cl 222.6 173.8 21.9
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La concentracion inicial de carbono total estd compuesta por el 35.86% de carbono
inorganico y el 64.14% de carbono orgénico. El balance de masa indica que se
removio el 60.7% del CT que corresponde a 377 mg/L consumidos de los cuales el
87.05% corresponde a COT y s6lo el 12.95% a CI.

Asi mismo, el balance de masa indica se removio6 el 82.4% de la concentracion inicial

del COT; mientras que de CI s6lo se removié el 21.9% de su concentracion inicial.

El consumo de COT y ClI para los cultivos con la Concentracién 1 establece que el
consorcio microalgal ha empleado los dos mecanismos de nutricion la autotrofia y la
heterotrofia. Las siguientes ecuaciones quimicas corresponden a los dos
mecanismos presentes en la remocién de carbono en los cultivos con la

Concentracion 1:
H,0 + HCO; - C(biomasa) +1/0, + 30H™ Ec.1

(1 + a)CH,0 + 0, - C(biomasa) + aC0O, + (1 + a)H,0 Ec. 2

Sin embargo, el balance de masa indica que el mecanismo que predomina en el

cultivo es el consumo de carbono organico.

La Figura 11 presentan las curvas de CT, Cl y COT generadas para la Concentracion

2 con relacion a la concentracion de la biomasa microalgal generada (SST).
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La Figura 11 indica que el carbono orgénico disminuye desde el primer dia de cultivo
hasta el dia 11 donde se obtiene el punto mas bajo de concentracion, posteriormente
se observan puntos de incremento, pero finalmente disminuye. Por otra parte, la
curva de concentracion de carbono inorganico presenta puntos de incremento y
disminucion a lo largo del periodo de cultivo; sin embargo, la concentracion final de

IC no presenta una disminucion significativa con respecto a su concentracion inicial.

En la Tabla 12 se presenta el balance de masa de carbono para los cultivos

Concentracion 2.

Tabla 12. Balance de masa de los cultivos Concentracion 2.

CONCENTRACION 1 Inicial (mg/L) Final (mg/L) % removido
Carbono Total, CT 1155.6 368.4 68.1
Carbono organico, COT 892.2 105.5 88.2
Carbono inorganico, Cl 263.4 262.9 0.2

La concentracion inicial de carbono total esta compuesta por el 22.79% de carbono
inorganico y el 77.21% de carbono orgéanico. El balance de masa indica que se
removié el 68.1% del CT que corresponde a 787.23 mg/L consumidos de los cuales
el 99.94% corresponde a COT y sélo el 0.5% a CI.

El balance de masa muestra que se removio el 88.2% de la concentracion inicial de
COT y solo el 0.2% de la concentracion inicial de Cl. Este resultado indica que hubo
preferencia hacia consumo de COT con respecto al Cl predominando la heterotrofia

en el cultivo (ver Ec. 2).

(1 + a)CH,0 + 0, — C(biomasa) + aCO, + (1 + a)H,0 Ec. 2

El consumo de COT fue superior a pesar de estar sometido a 12:12 luz y oscuridad,
como se menciono anteriormente las reacciones independientes de la luz se pueden
desactivar si hay concentraciones adecuadas de carbono organico exdégeno en el

medio de cultivo, lo que propicia la asimilacion de estos sustratos organicos para ser
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utilizados como fuente de carbono y energia, y metabolizarse a través de la glucolisis
(ciclo de Enbden-Meyerhof-Parnas), el ciclo de Krebs (ciclo de acidos carboxilicos)
y el sistema de transporte de electrones para generar ATP (cadena respiratoria o

fosforilacion oxidativa).

En general, el balance de masa para los tres tratamientos Control 1, Concentracion
1y Concentracion 2, indica que el consorcio de microalgas va a consumir el sustrato
organico, COT o IC, que se encuentre en mayor proporcién en el medio de cultivo.

Asi mismo, los resultados obtenidos en el balance de masa y la concentracion de
biomasa microalgal indican que la Concentracion 2 evaluada en los cultivos favorece
el desarrollo de la heterotrofia del consorcio ya que bajo esta condicion se obtuvo

mayor biomasa microalgal y remocién de carbono organico.
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8.2.3 Remocidn de nutrientes
Se evaluaron los parametros fisicoquimicos al inicio y al final del periodo de cultivo
para determinar la remocion de nutrientes en las tres condiciones de cultivo

Control 1, Concentracion 1 y Concentracion 2. En la Tabla 13 se presentan los

porcentajes de remocion obtenidos.

Tabla 13. Remocién de los nutrientes en los cultivos.

Control 1 Concentracion 1 Concentracion 2
Parametro Concentracion % Concentracion % Concentracion %
(mg/L) inicial (mg/L) Remocion inicial (mg/L) Remocién inicial (mg/L) Remocion
DQO 96.3+3.8 27.6% 975+ 14.1 95.7% 2295+ 17.3 97%
DBOs 35+3.5 16% 925+35.4 94.6% 1650 + 70.7 97%
Nitrégeno
amoniacal 155.9+ 8.3 86.2% 297.7 £+ 6.6 42% 386+ 1.9 31%
Nitratos NO; - 57+1.2 32% 14+£1.0 70%
Ortofosfatos 57.8+0.4 4.4% 102.6 +2.9 48.9% 148.8 + 0.9 38.4%
Carbono total 236.2+1.1 85.5% 620.8 £ 10.7 60.7% 1155.5+14.8 68%

La remocion de la materia organica en el agua residual es medida a través de la
demanda quimica y bioquimica de oxigeno; los porcentajes obtenidos para la
remocioén en el Control 1 fueron del 27.6% y del 16% respectivamente, estos valores
fueron inferiores a los porcentajes de remocidén obtenidos en los cultivos con la
Concentracion 1 y la Concentracion 2 los cuales fueron superiores al 90%. Esto
comprueba que el aumento de la relacion C:N no so6lo permite incrementar la
biomasa microalgal también contribuye en la remocion de nutrientes. Por ejemplo,
Zheng et al. (2018) mezclo agua residual porcina con agua residual de cerveceria
para cultivar Chlorella vulgaris y logré una relacion de C:N de 7.9, como condiciéon

Optima, con la que obtuvo una remocion de DQO del 93%.

Los porcentajes de remocion de DQO obtenidos en los cultivos con la Concentracion
1y la Concentracion 2 se encuentran dentro de los valores reportados por la literatura
para consorcios con presencia de Scenedesmus sp. por ejemplo Arango et al.,
(2016) obtuvieron una remocién para la DQO del 84% con un cultivo mixto de
Scenedesmus, Desmodesmus, Monoraphidium, Chlorella en agua residual porcina

y lodos activados; asi mismo Gao et al., (2018) obtuvo remociones de DQO del
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60-70% al cultivar a Scenedesmus obliqguus en agua residual porcina diluida y
previamente tratada por digestién anaerobia (DQO inicial de 800-2000mg/L).

A pesar de que el Control 1 indica un porcentaje de remocion del 85.5% para el
carbono total la cantidad removida en mg/L es inferior a la removida en los cultivos

con la Concentracion 1 y Concentracion 2 como se observa en la Tabla 13.

Respecto a la remocion de nitrégeno amoniacal el mayor porcentaje de remocion se
tiene en los cultivos Control 1 con el 86.2%, sin embargo; no hubo remocién de
nitratos esta condicién indica que hubo procesos de nitrificacién llevados a cabo por
bacterias autétrofas nitrificantes que con vierten el amonio en nitritos y
sucesivamente a nitratos, por lo que parte de la remocién de nitrdgeno amoniacal
puede deberse a estos procesos. En la Figura 12 se puede observar que la
concentracion de nitratos aumento significativamente a lo largo del periodo de cultivo

como evidencia de los procesos de nitrificacion sucedidos.

250 950
900
850

—
800 o

200

150
750 -
[7)]
100 700 L
©
650 &

Nutrientes (mg/L)

600 §
550

50

500

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21
Tiempo (dias)
Nitrégeno amoniacal Ortofosfatos Carbono total DQO Nitratos —©— Control 1

Figura 12. Monitoreo de los parametros fisicoquimicos de los cultivos Control 1.

La remocién del nitrdgeno amoniacal para los cultivos con la Concentracion 1y
Concentracion 2 fue del 42% y el 31% respectivamente. Sin embargo, en promedio
la cantidad removida fue de 121.7 mg/L. Estos valores son comparables a los valores
reportados en literatura por ejemplo en el cultivo de Chlorella vulgaris JSC-6 en agua

residual porcina se obtuvieron remociones del 40% al 90% (Wang et al., 2015).
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La cantidad de nitrdgeno amoniacal removido en los cultivos con la Concentracion 1
y Concentracion 2 se puede atribuir efectivamente al consorcio microalgal ya que no
hubo procesos de nitrificacion (ver Figura 13y 14). Laremocion de nitratos fue mayor
en los cultivos con la Concentracién 2 con un 70% respecto a su concentracion

inicial; por su parte en los cultivos con la Concentracion 1 so6lo se removi6 el 32%.

Debido a que las microalgas toman el fésforo como ortofosfato inorganico, se
determiné su remocion, para la Concentracion 1 y Concentracion 2 la remocion fue
similar de 50.2 mg/L y 57.1 mg/L respectivamente; mientras que para el Control 1 la

remocion fue minima de 2.5 mg/L.
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En general, en la Figura 13y 14 se observa que durante la primera semana de cultivo
la disminucion de los nutrientes ocurri6 con mayor rapidez mientras que la
concentracion de la biomasa microalgal continué en ascenso. En especifico la
concentracion de la DQO y el COT muestran una disminucion mayor con respecto al
nitrdgeno amoniacal, nitratos y ortofosfatos. Después de este periodo de tiempo la
concentracion de los nutrientes disminuyé0 con menor rapidez mostrando un
comportamiento estable hasta el dia 21 de cultivo al igual que la concentracion de la

biomasa microalgal.

Asi mismo, se generaron las curvas de pH obtenidas durante los 21dias de cultivo
para cada tratamiento. En general, el pH se mantuvo en el intervalo de 8 a 9 con

poca variacion como se observa en la Figura 15.
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Figura 15. Monitoreo del pH durante el periodo de cultivo.

El comportamiento del pH para los tres tratamientos esta dentro del rango que es de
7 y 9 para el cultivo de microalgas (Barsanti y Gualtieri, 2014). Asi mismo este
intervalo garantiza que la remocion del nitrdgeno amoniacal se efectué con éxito por

el consorcio microalgal y no haya pérdidas de nitrégeno por volatilizacion.
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Cuando se disuelve en agua, el amoniaco se puede convertir en ion amonio en una
reaccion reversible como se muestra en la Ec. 4 y ambas formas existen en equilibrio
a un pH de 9.2 (Markou et al., 2014).

pH 9.2
NH3 + H20 — NHI + OH_ Ec. 5

La volatilizacion puede darse a pH superiores a 9.2 que es cuando el amoniaco libre
es la forma dominante mientras que el amonio domina a valores de pH mas bajos.
En las aguas residuales porcinas, la prevalencia de cualquiera de estos iones esta
determinada por el pH del agua, la fuerza idnica y la temperatura (Nagarajan, et al.,
2019).
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8.3 Desarrollo del proceso heterotréfico microalgal en oscuridad

A partir de los resultados de concentracion de biomasa obtenidos de los cultivos de
microalgas en agua residual porcina y agua residual evaluados a 12:12 horas de luz
y oscuridad durante 21 dias, se determind que el proceso heterotréfico microalgal se
desarrollara con la Concentracion 2 de carbono organico. Para alcanzar los valores
de concentracion de los nutrientes considerados para esta mezcla se consideroé la
caracterizacion promedio de ambos efluentes presentados en la Tabla 7 y los

volumenes utilizados previamente para obtener el medio de cultivo Concentracién 2.

En la Tabla 14 se presenta la caracterizacion inicial para los medios de cultivo

utilizados en el proceso heterotrofico microalgal:

Tabla 14. Caracterizacion fisicoquimica inicial de los medios de cultivo
para en el proceso heterotrofico microalgal.

Control 2
(Agua residual de la

Parametro PTAR FCPyS-UNAM) Concentracién 2
pH 8.1+0.04 8.1+0.01
DQO (mg/L) 99.1+5.1 2513.5+21.3
DBOs (mg/L) 47.5%2.5 1350.0 + 35.4
Nitrégeno amoniacal (mg/L) 112.0+ 2.6 390.8+6.0
Nitratos NOs (mg/L) 10.7+1.2 13.3+1.2
Nitrégeno Total (mg/) 122.7+4.0 404.1+6.8
Ortofosfatos PO,> (mg/L) 60.9+0.8 152.9+3.9
Carbono total, CT (mg/L) 136.2+3.1 1189.5+10.5
Carbono inorganico, Cl (mg/L) 116.7+ 0.6 176.3+7.4
Carbono organico, COT (mg/L) 19.5+25 1013.0+£10.0
N:P (molar) 4.5 5.8
C:N (molar) 1.3 3.4
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Asi mismo, para realizar esta parte experimental se considerd un nuevo lote de agua
residual urbana de la PTAR de la FCPyS-UNAM. El objetivo fue mantener las
mismas condiciones experimentales, pero sin adicionar nutrientes, que permitan el
desarrollo de un proceso que utilice Unicamente fuentes residuales de nutrientes es
por ello que en la Tabla 14 se observa que hay cambios en las concentraciones de
los nutrientes, esto debido a que las aguas residuales presentan variaciones en su
concentracion con el tiempo. Sin embargo, estos valores se encuentran dentro del

promedio con respecto a la primera parte experimental (ver Tabla 8 y 14).

8.3.1 Concentracion de biomasa microalgal obtenida mediante el
proceso heterotrofico

La concentracion de la biomasa microalgal de los cultivos, Control 2 y Concentracion
2 se determiné cada tercer dia, en la Figura 16 se presentan las curvas generadas

para el proceso heterotrofico microalgal.
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Figura 16. Contenido de biomasa en los cultivos de microalgas bajo condiciones de
oscuridad.

La Figura 16 muestra que los cultivos Control 2 no presentan un incremento en la
concentracion de la biomasa microalgal. Debido a esto no fue posible determinar una

velocidad de crecimiento especifico, sin embargo, para los cultivos con la
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Concentracion 2 el valor obtenido fue de 0.057 d. Asi mismo, la curva generada
para los cultivos con la Concentracion 2 indican que el punto maximo de
concentracion de biomasa se alcanzo en el dia 14 con 1.1 g/L y una productividad
de 0.05 g/Ld. Este valor de concentracion de biomasa alcanzado puede compararse
con concentraciones obtenidas al cultivar heterotréficamente microalgas en efluentes
residuales como Ren et al., (2018) quien utilizé agua residual de melaza fermentada
de tipo butirato para cultivar a Scenedesmus sp. y obtuvo 1.01 g/L de biomasa y
Shen et al., (2017) que aislo y cultivo a Scenedesmus sp. NJD-2 en licor de mezclado

estéril obteniendo una concentracion de 1.19 g/L de biomasa.

Como se observa en la Figura 16 después del dia 14 la concentracién de biomasa
comenz6 a disminuir. En la Tabla 15 se presenta la concentracion y productividad

final de biomasa microalgal obtenidas al dia 21 para cada condicion.

Tabla 15. Concentracion de biomasa y productividad de los cultivos a los 21 dias bajo
condiciones de oscuridad.

Concentracion de

Cultivo biomasa (g/L) Productividad (g/Ld)
Control 2 0.42
Concentracion 2 0.94 0.022

El Control 2 no presenta incremento en la concentracion ni productividad de la
biomasa microalgal bajo condiciones de oscuridad; por su parte en los cultivos con
la Concentracion 2 se obtuvo una concentracion de biomasa microalgal que puede
ser comparada con concentraciones obtenidas en cultivos de microalgas
heterotréficos de Scenedesmus sp. con adicion de fuentes de carbono exégeno, por
ejemplo, Di Caprio et al., (2019) obtuvo una concentracion de biomasa de 1.1 g/L al
cultivar a Scenedesmus obliquus en medio de cultivo BG-11 con adicion de 5 g/L de
glucosa; asi mismo Walls et al., (2019) cultivd a S. obliquus en agua residual no
estéril con la adicion de 10 g/L de glucosay obtuvo 0.98 g/L de biomasa y Ramsundar
et al., (2017) cultivo a Chlorella sorokiniana empleando un concentrado de digestiéon
anaerobia estéril con 5 g/L de glucosa con el cual obtuvo una concentracion de

biomasa menor, igual a 0.610 g/L, a pesar de la adicién de glucosa.
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Asi mismo, se han obtenido concentraciones de biomasa microalgal superiores por
ejemplo Chlorella vulgaris se cultivé heterotréficamente en agua residual porcina
diluida con agua destilada con valores de DQO de 3665, 1864 y 1064 mg/L y se
obtuvieron 2.35, 1.98 y 1.49 mg/L de biomasa respectivamente (Wang et al., 2015).
Sin embargo, diluir agua porcina en un efluente limpio no tiene un impacto positivo

al medio ambiente.

8.3.2 Balance de carbono

Para determinar la cantidad de carbono removido en el proceso heterotréfico se
tomaron muestras y se construyeron las curvas de carbono total, inorganico y

organico para describir su comportamiento durante los 21 dias de cultivo.

La Figura 17 presenta las curvas de CT, Cl y COT generadas para el Control 2 con
relacion a la concentracion de la biomasa microalgal generada (SST).
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Figura 17. Curvas de carbono y SST para el cultivo Control 2 bajo condiciones de
oscuridad.

En la Figura 17 se observa que en el Control 2 la cantidad de Cl y COT mantiene la
misma relacién que el Control 1 donde la concentracion para el Cl es mayor respecto
al COT.
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La concentracion de Cl disminuye desde el primer dia y continla hasta el dia 21, sin
embargo, no se observa incremento en la concentracion de su biomasa. Por otra
parte, la curva de COT presenta un comportamiento oscilante con incrementos y
disminuciones a lo largo de todo el periodo de cultivo donde la concentracion final

resulté ser mayor a la inicial.

En la Tabla 16 se presenta el balance de masa del carbono para el Control 2

evaluado bajo condiciones de oscuridad.

Tabla 16. Balance de masa de los cultivos Control 2 bajo condiciones de oscuridad.

CONTROL 1 Inicial (mg/L) Final (mg/L) % removido
Carbono Total, CT 136.2 63.9 53.1
Carbono organico, COT 19.5 32.2 0.0
Carbono inorganico, Ci 116.7 31.7 72.8

De la concentracion inicial del carbono total, el 85.68% corresponde a carbono
inorganico y solo el 14.32% a carbono organico. El balance de masa indica que se
removié el 53% del CT, el cual corresponde Unicamente a carbono inorganico con el

72.8% removido respecto a su concentracion inicial.

Sin embargo, al no haber incremento en la concentracion de la biomasa, el consumo
del Cl probablemente se debe a la presencia de bacterias las cuales pueden obtener
energia mediante la oxidacion de compuestos inorganicos y para utilizar el CO2 como
fuente de carbono (quimioautotrofia o quimiolitotrofia). Por ejemplo, pudo ocurrir
desnitrificacion autotrofa debido a la presencia de compuestos con azufre, a la
deficiencia de materia organica y de oxigeno en el medio de cultivo (Castillo-Bravo
et al., 2017). La deficiencia del oxigeno disuelto pudo presentarse debido a una
agitacion insuficiente durante el cultivo. La desnitrificacion autétrofa consiste en la
reduccion de 6xidos de nitrogeno (NOs y NO2’) a N2 gaseoso, utilizando compuestos
reducidos de azufre como dadores de electrones (H2S, S°y S,03%) y nitrato como

aceptor de electrones donde el producto final es el sulfato.

Por otra parte, la concentracion final de COT indica que no hubo remocion, pero si

un incremento en su concentracion. El incremento en la concentracion del COT
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puede ser por diferentes causas como se discutioé anteriormente, sin embargo, al no
haber incremento de la biomasa microalgal probablemente la principal causa del
aumento en la concentracion de COT es debido a la lisis celular de algunas
microalgas u otros microorganismos presentes en el agua residual como bacterias y
protozoarios; ademas de los compuestos organicos excretados por las microalgas.
Se sabe que las microalgas, al estar sometidas a la oscuridad durante largos
periodos de tiempo, mueren después de usar sus productos de reserva o se vuelven
metabdlicamente inactivas hasta que las condiciones ambientales son adecuadas

(Stevenson et al., 1996; Chojnacka y Marquez-Rocha, 2004).

La Figura 18 presentan las curvas de CT, Cly COT generadas para la Concentracion
2 con relacion a la concentracion de la biomasa microalgal generada (SST).
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Figura 18. Curvas de carbono y SST para el cultivo Concentracion 2 bajo condiciones de
oscuridad.

En la Figura 18 se observa que la concentracion de carbono organico disminuye
desde el primer dia de cultivo; mientras que el carbono inorganico incrementa a lo
largo del periodo de cultivo. Este comportamiento indica que el proceso que domina
es la respiracion celular, el cual se refiere a la degradacion completa de la materia

organica a través del consumo de oxigeno y la produccion de COg2. asi como el
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incremento en la biomasa (Perez-Garcia et al., 2011; Kim et al. 2013; Boyle y
Morgan, 2019):

(1 + a)CH,0 + 0, - C(biomasa) + aC0, + (1 + a)H,0 Ec. 2

En modo heterotréfico, el carbono organico adquirido por las microalgas se
cataboliza o degrada, de forma similar a las bacterias es por ello que la disminucion
de la materia organica bajo condiciones heterotréoficas en agua residual también

puede deberse a la presencia de éstas.

En la Tabla 17 se presenta el balance de masa del carbono para la Concentracion 2

evaluado bajo condiciones de oscuridad.

Tabla 17. Balance de masa para Concentracién 2 bajo condiciones de oscuridad.

CONTROL 1 Inicial (mg/L) Final (mg/L) % removido
Carbono Total, CT 1189.3 604.6 49.2
Carbono organico, COT 1013.0 185.9 81.6
Carbono inorganico, CI 176.3 418.7 0.0

La concentracion inicial de carbono total esta compuesta por el 14.82% de carbono
inorganico y el 85.18% de carbono organico. El balance de masa indica que se
removid el 49.2% del CT que corresponde a 584.7 mg/L consumidos de los cuales
el 100% corresponde a COT.

Asi mismo, el balance de masa indica se removio el 81.6% de la concentracion inicial
del COT; mientras que de Cl no se removio. Hubo incremento de Cl de 242.4 mg/L

debido al proceso de respiracién celular.

En general, los resultados obtenidos en el balance de masa y la concentracién de
biomasa microalgal generada indican que la Concentracibn 2 evaluada bajo
condiciones de oscuridad favorece el desarrollo de la heterotrofia del consorcio a

través de la remocién de carbono organico presente en el medio de cultivo, ademas
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del incremento de su biomasa. Asi mismo, la cantidad de COT removido en los
cultivos con la Concentracion 2 evaluados bajo condiciones de oscuridad fue de 827
mg/L esta cantidad fue superior a la removida bajo condiciones de 12:12 luz y
oscuridad que fue de 786.7 mg/L.

Sin embargo, la remocion de COT y la concentracion de la biomasa microalgal pudo
estar limitada por el suministro de oxigeno ya que la agitacion fue manual. Debido a
gue la tasa de respiraciobn de cualquier sustrato organico esta intimamente
relacionada con el crecimiento y la division celular es por ello que las tasas de
crecimiento mejoran con niveles mas altos de aireacion (Hu et al., 2018; Perez-
Garcia, 2011).

8.3.3 Remocion de nutrientes
Se evaluaron los parametros fisicoquimicos al inicio y al final del periodo de cultivo
para determinar la remocion de nutrientes en el Control 2 y la Concentracion 2
evaluados bajo condiciones de oscuridad. En la Tabla 18 se presentan los

porcentajes de remocion obtenidos.

Tabla 18. Remocion de nutrientes bajo condiciones de oscuridad.

Control 2 Concentracion 2
Parametro Concentracion % Concentracion %
(mg/L) inicial (mg/L) Remocién inicial (mg/L) Remocién

DQO 99.1+5.1 3.7% 2513.5+21.3 83.7%
DBOs 475 £25 7.2% 1350.0+35.4 85.1%

Nitrégeno amoniacal 112.0+2.6 56.7% 390.8+ 6.0 23%

Nitratos NO'; 13.3+1.2 75%
Ortofosfatos - - 152.9+3.9 11.2%
Carbono total 136.2+3.1 53.1% 1189.5 +10.5 49.2%

El porcentaje de remocion de la materia organica en el agua residual medida como
DQO y DBOs en cultivos Control 2 fueron bajos del 3.7% y 7.2% respectivamente.
Estos valores fueron inferiores a los obtenidos en la mezcla de agua residual y agua
residual porcina con la Concentracion 2 donde los porcentajes de remocion fueron
del 83.7% y 85.1% para la DQO y la DBOs respectivamente.
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El carbono total fue removido en un 53.1% en el Control 2 este valor hace referencia
a la disminucion de la concentracion de Cl a diferencia de los cultivos con la
Concentracion 2 donde el 49.2% corresponde a la remocion de COT como se
discutié en el balance de masa de carbono. A pesar de que el porcentaje de CT
removido en el Control 2 es mayor respecto a la Concentracion 2, la cantidad de

carbono removida fue menor como se observa en la Tabla 18.

Respecto a la remocion de nitrégeno amoniacal el mayor porcentaje de remocion se
tiene en los cultivos Control 2 con el 56.7%, sin embargo, parte de esta remocion
puede deberse a procesos de nitrificacion llevados a cabo por bacterias debido a que
hubo un incremento en la concentracion de nitratos (ver Figura 19); ademas de que
la disminucion del nitrégeno amoniacal por volatilizacion esta descartada debido a
que el pH se mantuvo entre 7 y 8.
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Figura 19. Monitoreo de los parametros fisicoquimicos de los cultivos Control 2 bajo
condiciones de oscuridad.

Asi mismo, en la Figura 19 se puede observar que no hubo remocion en la

concentracion de ortofosfatos. La no remocion de nitrégeno y fosforo, asi como la

disminucién de la biomasa para el Control 2 indican que efectivamente no hubo
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asimilacion de estos nutrientes por parte del consorcio microalgal bajo condiciones

de oscuridad.

Sin embargo, en los cultivos con la Concentracion 2 se puede observar que el
incremento de la biomasa microalgal se presenta en relacién a la remocién de
nutrientes (ver Figura 20). En general, el mayor porcentaje de remocion de los
nutrientes se presenta del dia 1 al dia 14 que corresponde al dia en el que se obtuvo
mayor concentracion de biomasa. Después de este periodo de tiempo los nutrientes

disminuyeron con menor rapidez.
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Figura 20. Monitoreo de los parametros fisicoquimicos para los cultivos con la
Concentracién 2 bajo condiciones de oscuridad.

En los cultivos con la Concentracion 2 no hubo incremento en la concentracion de
nitratos lo que indica que no se llevaron a cabo procesos de nitrificacion y que la
remocién de nitrdgeno amoniacal fue realizada por la biomasa. Asi mismo, la
remocién del fésforo se atribuye a la biomasa debido a que durante el periodo de
cultivo se mantuvieron condiciones de pH menores a 9, por lo que no pudo haber
eliminacién de fésforo por procesos abioéticos que promovieran la sedimentacion de

los iones fosfato debido a la presencia de iones carbonato.
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Para comparar los valores obtenidos de remocion en este proceso heterotrofico

microalgal, en la Tabla 19 se presentan porcentajes de remocién alcanzados en otros

estudios:

Tabla 19. Cultivos heterotréficos de microalgas para el tratamiento de aguas residuales.

Tipo de agua Fuente de Concentracién de | Tiempo Ref.
Especie residual coT Concentracion inicial %Remocion biomasa (g/L) (dias)
i ) COT: 1013.0 £ 10.0 mg/L COT: 81.6
Consorcio Agua residual
; ] ) DQO: 2513.5 + 21.3 mg/L DQO: 83.7%
microalgal con Agua residual no porcina no 1.1g/L En este
T o o N-NHa*: 390.8 + 6.0 mg/L N-NHa*: 23% 14 )
predominancia de estéril estéril: ~4 estudio
N-NOs: 13.3 +1.2 mg/L N-NOs: 75%
Scenedesmus sp. %v/v
P-P0O43:152.9 + 3.9 mg/L P-P0O43: 11.2%
i DQO: 95.0 +24.7 mg/L DQO: ---
Agua residual
. o Glucosa: 10 N-NH4*: 133.1 £ 13.9 mg/L N-NH4*: 53% Walls et
S. obliquus municipal no 0.98 g/L 6
il g/L N-NOs 15.0 + 4.9 mg/L N-NOs: 60 % al. 2019
estéri
P-PO4*: 67.5 £ 19.5 mg/L P-PO4*: 46%
Agua residual
. sintética (medio Di Caprio
T. obliquus L Glucosa: 5 g/L | NT:45 mg/L NT: 99.9% 1.1g/L 3
BG-11 con adicion etal.
de antibioticos) 2019
Agua residual de
melaza DQO: 85.5%
Scenedesmus sp. fermentada de Butirato DQO: 3965.0 mg/L NT: 84.6% 1.01g/L 6
tipo butirato NT: 159.0 mg/L PT: 79.6% Ren et
estéril PT: 39.3 mg/L al., 2018
. COT:52.9- 63.4%
Efluente primario COT: 42.7 £0.60 mg/L
. . DQO: 39.4-40.8% Zhang et
Scenedesmus sp. de agua residual Agua residual | DQO: 142.0 + 0.00 mg/L
L NT: 9.8-14% 0.08 g/L 11 al., 2013
estéril NT: 27.7 £0.11 mg/L
PT:32.7-35.4%
PT: 1.59+0.03
. +
Concentrado de COT: 960 + 30.50 mg/L
. . DQO: 2324 +40.1 mg/L COT: 82.27- - 6 Zhou et
Scenedesmus sp. agua residual Agua residual
- N-NHz*: 91 +£1.8 mg/L 96.18% al., 2011
estéril
N-NOs: 0.35 £+ 0.36 mg/L
P-PO43: 212 £7.2 mg/L
Agua residual
orcina 5 veces Agua residual | DQO: 3665.0 mg/L DQO: 72.3% Wang et
Chlorella vulgaris p' . & K Q e/ Q ? 235g/L 6 &
diluida en agua porcina N-NHa4*: 264.8 mg/L N-NH4": 64.2% al., 2015
destilada( (estéril)

En comparacién con los estudios relacionados, la concentracion de biomasa
obtenida en nuestro sistema de 1.1 g/L fue es similar a los valores obtenidos en los
cultivos en los que se ha adicionado glucosa como fuente de carbono organico (Walls
et al. 2019; Di Caprio et al. 2019). Asi mismo, las eficiencias de eliminacion de DQO

y COT también fueron comparables con los valores informados, mientras que la
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remocion de nitrégeno amoniacal fue menor en comparacién a los otros estudios

presentados (ver Tablal9).

Asi mismo, se generaron las curvas de pH obtenidas durante los 21dias de cultivo

para cada tratamiento.
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Figura 21. Monitoreo del pH para los cultivos bajo condiciones de oscuridad.

En general, el pH se mantuvo en el intervalo de 7 y 8 para el Control 2 y la
Concentracion 2 bajo condiciones de oscuridad. La estabilidad natural del pH puede
deberse a la presencia de sistema de amortiguacion acido-base débil basado en el
equilibro de las especies de carbono inorganico disuelto donde el pH se encuentra

entre 6.5y 10, y la forma de carbono dominante es bicarbonato (Markou et al., 2014).

€O, + H,0 & H,CO; & HCO; + H* & CO3~ H*  Ec.6
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9. Conclusiones

Se acepta la hipétesis de la investigacion y se concluye que es factible el uso del
agua residual porcina como fuente de carbono organico para el desarrollo del
proceso heterotrofico microalgal para produccion de biomasa y tratamiento de agua

residual.

Con las concentraciones de carbono organico de 892.2 mg/L y 1013 mg/L
provenientes de la mezcla de agua residual urbana y agua residual porcina se generé
mayor cantidad de biomasa de 1.1 y 0.94 g/L y una remocién de carbono organico
del 88.2% y 81.6% respectivamente.

El balance de masa de carbono indic6 que el cultivo utilizado como in6culo es capaz
de asimilar el carbono organico disuelto en el medio de cultivo si éste se encuentre

en mayor proporcion al inorganico bajo condiciones de 12:12 h luz: oscuridad.

Fue posible el cultivo del consorcio de microalgas bajo condiciones heterotroficas
con 1013 mg/L de carbono organico. Se logro obtener una concentracion maxima de
1.1 g/L de biomasa bajo condiciones de oscuridad a través de la remocion de la
materia organica a los 14 dias de cultivo: carbono organico con el 81.6%, DQO con
el 83.7% y la DBOs con el 85.1% de remocion.

El consorcio de microalgas no puede sobrevivir bajo condiciones de oscuridad con
concentraciones bajas de carbono organico. Debido a que al cultivar el consorcio de
microalgas solo en agua residual urbana (COT igual a 19.53 mg/L) la concentracion
de la biomasa disminuy6 a 0.42 g/L y no hubo remocion de carbono organico ademas
de que la remocion de la DQO y la DBOs fueron bajas de 3.7% y 7.2%

respectivamente.

La aplicacion del cultivo heterotréfico de microalgas es una alternativa como
tratamiento biolégico para aguas residuales con concentraciones altas de materia
organica disuelta medida en términos de DQO con el cual es posible conseguir

remociones superiores al 80% bajo condiciones de oscuridad.

Pudo haber condiciones limitantes de oxigeno disuelto que limitaran el incremento
de la concentracién de la biomasa y la remocion de materia organica debido a que

se empled agitacion manual. Para que el suministro de oxigeno disuelto no sea un
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factor limitante durante el cultivo heterotrofico la aireacion puede realizarse por

burbujeo de aire o por agitacibn mecanica mediante bombas.
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