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RESUMEN

Los sistemas microalga-bacteria en los udltimos afios han adquirido mayor
aceptacion y relevancia para el tratamiento de aguas residuales, debido a su alta
capacidad de remocién de materia organica y nutrientes, a su vez, como respuesta
a la crisis energética mundial, por su produccién de biomasa util para la generacion
de biocombustibles, gracias a su alta capacidad de acumulacion de lipidos.
Asimismo, estos sistemas microalga-bacteria, son una alternativa altamente viable
al alto consumo energético en las plantas de tratamiento de aguas residuales que
operan utilizando sistemas de lodos activados que requieren aireacion, en vista de
gue esta se lleva a cabo de forma fotosintética.

Los objetivos de este trabajo fueron en primer lugar, obtener un consorcio
microalga-bacteria a partir de un inoculo de lodos activados y agua residual
sintética, utilizando dos reactores de alta tasa a la intemperie. ElI consorcio se
empled para el segundo objetivo que consistio en evaluar la influencia de tres cargas
organicas, resultantes de variar tres tiempos de retencion hidraulica de 14, 10y 6
dias, sobre la remocion de materia organica y nutrientes de un digestato municipal,
centrifugado y con un factor de dilucion 1:10, con el fin de comparar y elegir el tiempo
de retencion mas adecuado para el tratamiento de este digestato. Finalmente, en
un tercer objetivo se busco relacionar el efecto de los parametros fisicoquimicos
como pH, temperatura y oxigeno disuelto sobre la capacidad de remocion de
nutrientes y materia organica identificando los procesos del sistema microalga-
bacteria durante el ciclo de luz y oscuridad.

De esta investigacion se concluy6 que se obtuvo un consorcio microalga-bacteria
en forma de agregados tipo floculos para el tratamiento de digestato municipal. Los
agregados se mantuvieron estables y con una correcta sedimentabilidad durante los
TRH de 14 y 10 dias. Los agregados de mayor tamafio se encontraron bajo el TRH
de 10 dias, producto de la presencia de microalgas filamentosas y a la mas alta
produccion de EPS. También se concluyé que el TRH de 14 dias present6 las
remociones mas altas de nutrientes y materia organica (100% N-NHa4*, 67% P-PO4*
86% y DQO:s), seguido por el TRH de 10 dias (100% N-NHs*, 51% P-PO4% 83% y
DQOs). Sin embargo, el TRH de 10 dias con carga organica de 95.6 mg DQO m=3d-
! resulté ser el mas adecuado para tratar el digestato, por su alto crecimiento de
biomasa, mayor agregacion y tamafio de didmetro de particula de los agregados,
produccion de EPS dtiles para la agregacion, mayores propiedades de
sedimentabilidad y altas remociones de materia organica y nutrientes, esto logrado
a partir de la mas alta radiacion fotosintéticamente activa.

Palabras clave: microalgas, digestato, carga organica, tiempo de retencion
hidraulica, sedimentabilidad.



ABSTRACT

Microalgae-bacteria systems in recent years have increased acceptance and
relevance for wastewater treatment, for their high capacity to remove organic matter
and nutrients, in turn, as a response to the global energy crisis, for the production of
useful biomass for the generation of biofuels, for the benefit of the high lipid
accumulation capacity. Likewise, these microalgae-bacteria systems are a highly
viable alternative to the high energy consumption in wastewater treatment plants
that operate using activated sludge systems that require aeration, because it is
carried out photosynthetically.

The objectives of this research were, first, to obtain a microalgae-bacteria
consortium from an inoculum of activated sludge and synthetic wastewater, using
two outdoor raceways. The consortium was used for the second objective, which
consisted of evaluating the influence of three organic loads, resulting from varying
three hydraulic retention times of 14, 10 and 6 days, on the removal of organic matter
and nutrients from a municipal digestate, centrifuged with a dilution factor of 1:10, in
order to compare and choose the most suitable retention time for the treatment of
this digestate. Finally, a third objective was relate the effect of physicochemical
parameters such as pH, temperature and dissolved oxygen on the nutrient and
organic matter removal capacity, identifying the processes of the microalgae-
bacteria system during the light and dark cycle.

From this investigation it was concluded that a microalgae-bacteria consortium was
obtained in the form of floc-type aggregates for the treatment of municipal digestate.
The aggregates remained stable and with a correct sedimentability during the HRT
of 14 and 10 days. The largest aggregates were found under the HRT of 10 days,
due to the presence of filamentous microalgae and the highest production of EPS. It
was also concluded that the HRT Of 14 days presented the highest removal of
nutrients and organic matter (100% N-NHa4*, 67% P-PO4* and 86% CODs), followed
by the HRT of 10 days (100% N- NH4*, 51% P-PQO4% and 83% CODs). However, the
HRT of 10 days with an organic load of 95.6 mg COD m- d! turned out to be the
most suitable for treating the digestate, due to its high biomass growth, greater
aggregation and particle diameter size of the aggregates. production of EPS useful
for aggregation, greater sedimentability properties and high removal of organic
matter and nutrients, this is achieved from the highest photosynthetically active
radiation.

Keywords: microalgae, digestate, organic load, hydraulic retention time,
sedimentability.
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1. INTRODUCCION

El interés mundial en el tratamiento de diversos residuos organicos por medio de la
digestion anaerobia, ha crecido en los ultimos afios. Convertir los residuos organicos
en bioenergia puede proporcionar una forma efectiva para el manejo de residuos y
a la vez tiene el potencial de reducir la dependencia de las fuentes de energia
provenientes de combustibles fésiles (Abdul Aziz et al., 2019). Al tratar el agua
residual municipal por medio del proceso de lodos activados se genera biomasa la
cual se puede digerir anaerGbicamente para producir biogas. Ademas del
biocombustible, la digestion anaerobia genera un efluente llamado digestato. El
digestato esta compuesto por dos fracciones, sélida y liquida con diversas
aplicaciones y métodos de disposicion final siempre y cuando su tratamiento sea el
adecuado. La fraccion sélida puede ser aplicada efectivamente como mejorador de
suelos o fertilizante organico (Moéller y Maller, 2012) o ser llevada directamente a un
relleno sanitario. La fraccion liquida se caracteriza por su alto contenido de materia
organica recalcitrante y nutrientes (nitrégeno y fésforo). Usualmente la fraccién
liguida se regresa a la entrada del proceso biologico, lo que puede implicar un
consumo adicional de oxigeno por el sistema. Es por ello que surge la necesidad de
explorar sistemas que puedan capturar los nutrientes para ser utilizados
posteriormente.

El uso de sistemas bioldégicos como los representados por asociaciones entre
microalgas y bacterias surgen como una alternativa econdémica y altamente viable
para el tratamiento de aguas residuales con elevado contenido de nutrientes sobre
las técnicas convencionales debido a sus bajos costos de construccion,
mantenimiento, consumo minimo de energia y eficiencia en remocién de
contaminantes (Xin et al., 2010). La fotosintesis de las algas proporciona el oxigeno
que es utilizado por las bacterias heterotréficas y oxidantes de amonio, estas a su
vez producen dioxido de carbono el cual las microalgas utilizan para reproducirse,
ademas las microalgas tienen la capacidad de remover los nutrientes como
nitrogeno y fosforo, los cuales utilizan para su crecimiento. El cultivo de microalgas
en aguas residuales ademas de descontaminar, llevan a la produccién de altas
cantidades de biomasa y productos metabdlicos potencialmente valiosos para la
produccion de biocombustibles y/o biogas a través de digestion anaerobia
(Chinnasamy et al., 2010; Delgadillo-Mirquez et al.,, 2016) ya que contienen
aproximadamente un 40 a 50% de contenido de carbohidratos, lipidos y proteinas
in vivo (Singh y Gu, 2010).

La evaluacion de la eficiencia de los sistemas microalga-bacteria usados para el
tratamiento de aguas residuales de diversos origenes han revelado buenos
resultados en cuanto a la eliminacion de la demanda quimica de oxigeno (DQO) y
nutrientes como nitrégeno y fosforo (Arcila y Buitron, 2017; Kim et al., 2013)
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utilizando PBR (fotobiorreactores) y HRAP (estanques de algas de alta tasa) como
opciones viables para el cultivo de microalgas en aguas residuales (Cuellar et al.,
2017).

Estos sistemas de tratamiento no convencionales también presentan un potencial
notable en otros efluentes industriales por ejemplo la fraccidn liquida proveniente de
los residuos de granjas porcinas, bovinas y los efluentes liquidos provenientes de
digestores aerobios y anaerobios ricos en nutrientes y con bajos porcentajes de
materia organica (de Godos et al., 2010; Koutra et al., 2021; Sayedin et al., 2020)

En los sistemas de tratamiento microalga-bacteria existen diversos parametros
ambientales y operativos importantes que afectan la eliminacion de nutrientes y la
productividad de la biomasa tales como el tiempo de retencién hidraulica (TRH), los
fotoperiodos y la carga de nutrientes (Mehrabadi et al., 2015). El tiempo de retencion
hidraulica (TRH) afecta el predominio de las microalgas en los agregados de
microalgas-bacterias que crecen en las aguas residuales, la eliminacién de materia
organica y nutrientes y la digestibilidad de la biomasa para la produccion de biogas
(Arcila y Buitrén, 2017). Las estrategias operativas capaces de lograr altos niveles
de eliminacién de contaminantes, pero reducir el tiempo de retencion hidraulica
(TRH), son imprescindibles para hacer que los consorcios de microalgas y bacterias
sean mas competitivos que los sistemas convencionales de lodos activados. Por
otro lado, para optimizar la produccion de biomasa de algas, la eliminacion de
nutrientes y la capacidad fotosintética, deben controlarse y monitorearse
parametros de crecimiento tales como la temperatura, pH, intensidad de luz y el
sombreado mutuo (Foladori et al., 2018).

Por lo anterior, se ha generado interés en utilizar los sistemas microalga-bacteria
para el tratamiento de residuos por su alta capacidad de remocion de materia
organica y nutrientes tales como nitrégeno y fésforo y como respuesta a la crisis
energética mundial en cuanto a biocombustibles, principalmente para la generacion
de biometano, biodiesel y bioetanol por su alta capacidad de acumulacién de lipidos
(Brennan y Owende, 2010). Sin embargo, varios estudios sefialan que la generacion
de biometano es comparativamente menos compleja y mas rentable debido a la
importante cantidad componentes tales como carbohidratos, proteinas y lipidos
tiles para la digestion anaerobia y producciéon de metano, ademas de ser viable
econdmicamente cuando se recolecta de forma eficiente la biomasa producida
(Harun et al., 2010; Ward et al., 2014).

Por tal motivo, las microalgas pueden ser utilizadas para el tratamiento de residuos
liguidos provenientes de digestatos, asi como alternativa a la crisis energética
mundial utilizando la biomasa generada y sometiéndola al proceso digestion para
generar metano. De esta forma, este trabajo se centra en evaluar la capacidad de
un sistema microalga-bacteria para remover la materia organica y nutrientes de la
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fraccion liquida de un digestato proveniente de un reactor anaerobio metanogénico,
al igual que generar granulos altamente sedimentables verificando el potencial de
aprovechamiento de la biomasa variando el tiempo de retencion hidraulica (TRH) y
asimismo la concentracion de la carga organica del digestato a tratar.
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2. SISTEMAS MICROALGA-BACTERIA

2.1. TRATAMIENTO DE EFLUENTES EMPLEANDO SISTEMAS
MICROALGA-BACTERIA

2.1.1. Uso de microalgas y bacterias

Con limites maximos permisibles cada vez més estrictos en cuanto a normatividad
correspondiente al tratamiento de aguas, las plantas de tratamiento de aguas
residuales (PTAR) y demés generadores de aguas residuales sea de tipo industrial
0 no domeésticas se encuentran en la busqueda de tecnologias innovadoras de
eliminacién de nutrientes. El uso de microalgas para el tratamiento de las aguas
residuales ha recibido atencion por su capacidad de eliminar y recuperar nutrientes
(Wang et al., 2019), ademas el uso de estas permiten reducir las emisiones de gases
de efecto invernadero a través del secuestro de CO2 y generar biomasa que
presenta multiples usos beneficiosos (Spolaore et al., 2006).

En la actualidad, existen diversos sistemas de tratamiento municipales e industriales
que emplean la digestion anaerobia con el fin de convertir la materia organica y la
biomasa generada, por ejemplo, en los tanques de aireacidn en biogas y digestato.
La fraccion liquida de digestato es rica en nutrientes que puede producir
contaminacion si no es tratado de forma adecuada. Las plantas de tratamiento de
agua residual generalmente reintroducen esta fraccion liquida al inicio del tren de
tratamiento generando una elevada concentracion de nutrientes que representan
alta carga para el tratamiento terciario, ademas afecta potencialmente la eficiencia
del tratamiento secundario y la digestion anaerobia (Chen et al., 2008).

Por lo anterior, algunas de las tendencias emergentes para el manejo de la fraccion
liguida de digestato incluyen: oxidacion anaerdbica de amonio (ANAMMOX),
extraccion de amoniaco, 6smosis inversa, cristalizacion de estruvita, humedales
artificiales, hidroponia y cultivo de algas. Estos procesos pueden llevar a reducir o
eliminar completamente los nutrientes en el digestato, dejando el agua tratada casi
en su totalidad, dicha agua obtenido podria usarse en riego de zonas de sequia,
como agua potable para animales y como agua de proceso en diversas industrias
(Chuka et al., 2020). Sin embargo, la tendencia actual, basada en la economia
circular es recuperar los nutrientes mas que transformarlos.

El tratamiento por medio de sistemas microalga trae como beneficio que el efluente
de digestato anaerdbico puede sustituir las necesidades de fertilizantes de las algas,
la biomasa de algas producida se puede valorizar ain mas en la produccién de
piensos o biocombustibles y puede utilizarse como tratamiento independiente sin la
necesidad de una integracion compleja de otros sistemas de apoyo, la Unica
desventaja que se encuentra es que puede consumir una cantidad significativa de
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agua si se diluye, lo que genera un alto costo operativo, sin embargo para la
realizacion de este proyecto no se llevaran a cabo técnicas de dilucion sino que se
trabajard con la manipulacién del tiempo de retencion hidraulica tal que se pueda
variar la carga organica que sea apta para las microalgas, en la figura 1 se puede
observar un esquema sobre el tratamiento de digestatos empleando los sistemas
microalga-bacterias y sus beneficios.

Diversos estudios han demostrado que existe una variedad de especies de
microalgas capaces de asimilar nutrientes inorganicos, tal es el estudio realizado
por Franchino et al; en el 2016 donde cultivaron el alga verde Chlorella vulgaris en
digestato diluido procedente de la digestion anaerébica de purines de cerdo y maiz
y lograron reducir significativamente su toxicidad y su altisima concentracion de
nutrientes. Cabe resaltar también, que los digestatos son ricos en nutrientes como
nitrogeno y fésforo, que las microalgas pueden aprovechar para su metabolismo
pero también limitan el crecimiento de las algas si son proporcionados en exceso
(Stanley et al., 1990). En los casos en gue la concentracion de estos nutrientes es
tan alto que pueda inhibir el crecimiento de las microalgas se suelen utilizar tasas
de dilucion de 10 a 30 veces para solucionar dicho inconveniente (Bjornsson et al.,
2013; Koutra et al., 2018; Sayedin et al., 2020). Sin embargo, como se mencioné
anteriormente esta técnica no sera aplicada y cabe resaltar que la dilucion del
digestato con agua dulce no es una estrategia viable en sitios donde hay escasez
de agua por la cantidad de agua que esto requeriria para el proceso.
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Figura 1. Tratamiento de efluentes liquidos de digestatos empleando sistemas
microalga-bacteria

Fuente: adaptado de Nagarajan et al; (2020).

Las microalgas son microorganismos unicelulares eucariotas que contienen clorofila
a y otros pigmentos fotosintéticos, fotoautétrofos donde su fuente de energia es la
luz y su fuente de carbono el CO2 (Gomez, 2007). Su estudio comienza en 1890
cuando el microbidlogo holandés Beijerinck establecié cultivos puros de una
microalga de agua dulce: Chlorella vulgaris, posteriormente Otto Warburg (1919)
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consiguié en un laboratorio cultivos densos de Chlorella, e introdujo la idea de
utilizar estos cultivos como una herramienta de trabajo en el estudio de la
fotosintesis (Abalde Alonso et al., 1995). Posteriormente entre los afios 1942 y 1970
la investigacion se enfocO en el uso de las microalgas con fines alimenticios y
curativos; no fue hasta el afio 1975 que Oswald y colaboradores de la Universidad
de California, Berkeley, sugirieron la utilizacién de cultivos masivos de microalgas
para tratamiento de aguas residuales y produccion de proteina, simultdneamente,
donde ademas desarrollaron sistemas de produccion masiva de algas para la
bioconversion de la energia solar en metano (Abalde Alonso et al., 1995).

Es importante conocer las condiciones Optimas y los limites de tolerancia de las
microalgas. En sistemas naturales, cuando una microalga tiene éxito en un
ecosistema normalmente significa que es lo suficientemente flexible en sus
requerimientos e interacciones (Abalde Alonso et al., 1995). En el cultivo masivo, el
rendimiento alcanzado depende tanto de la concentracién de células en el cultivo
como del grado en que las células pueden desarrollar su potencial de crecimiento.
Por tanto, para conseguir un cultivo de microalgas en crecimiento activo es
necesario tener en cuenta la carga organica, el caudal, la temperatura, el pH y la
disponibilidad de oxigeno y luz (Gomez, 2007).

En la tabla 1 se presenta una tabla con las condiciones éptimas para el crecimiento
de las microalgas, sin embargo, cabe resaltar que el sistema a utilizar en este
proyecto es a la intemperie asi que deberan tenerse en cuenta las condiciones
ambientales en el momento del experimento:

Tabla 1. Parametros de crecimiento de microalgas

Parametro Valor Fuente
Temperatura 16-27 °C
pH 7-8
Longitud de onda 400-700 nm
Depende de cada especie (Abalde Alonso et al., 1995)
N Fotoperiodo Recomendable 12:12
4 luz:oscuridad
Fuente Atrtificial o natural
Intensidad 2500 Ix (Gonzalez Hernandez et al., 2014)
Fuente de carbono 860-150000 ppmv (Boffill-Rodriguez et al., 2012)
asimilable CO2
Mecanismo fotoautétrofo:
energia solar
Fuente de energia Mecanismo heterétrofo: (Nagarajan et al., 2020)
metabolismo de moléculas
orgénicas
Velocidad de crecimiento 0.13mg Lt d? (Tricolici et al., 2014)

En los ultimos afos, los sistemas de tratamiento de aguas residuales biolégicos de
tipo algal han atraido un mayor interés presentandose como una alternativa
econdémica y siendo altamente eficientes en cuanto al tratamiento de las aguas
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debido a sus bajos costos de construccién, mantenimiento, consumo minimo de
energia y alta eficiencia de remocién de contaminantes (Xin et al., 2010), las
microalgas no solo eliminan el nitrégeno (N) y el fésforo (P) de las aguas residuales,
sino que también reciclan estos nutrientes en una biomasa, llevando a la produccion
de altas cantidades de biomasa y productos metabdlicos potencialmente valiosos
gue pueden llevar a la produccion de biocombustibles (Chinnasamy et al., 2010) ya
gue contienen aproximadamente un 40 a 50% de contenido de carbohidratos,
lipidos y proteinas in vivo (Singh y Gu, 2010).

Estos beneficios estos sistemas llaman la atencion en las situaciones en las que es
necesario aumentar la eficiencia energética y cerrar el ciclo, reciclando elementos
generados en el flujo de tratamiento de residuos. Siendo asi, la combinacién entre
el tratamiento de aguas residuales con el uso de microalgas con la produccion de
biocombustibles a base de las mismas una necesidad de continuo estudio.

En los sistemas de tratamiento de aguas residuales convencionales, el nitrogeno y
fésforo usualmente son removidos por medio de dos procesos separados. El
nitrégeno usualmente es convertido a gas N2 mediante nitrificacion-desnitrificacion
acoplada y el fésforo se precipita con sales metalicas. Por otra parte, las microalgas
tienen la capacidad de eliminar nitrogeno y fosforo de las aguas residuales
simultaneamente, absorbiéndolo de las aguas residuales y utilizandolos como
nutrientes para producir biomasa. Ahora bien, dado que las microalgas requieren
tanto de fésforo como de nitrégeno para producir nueva biomasa, la eliminacion de
cada nutriente depende de la disponibilidad del otro, es decir que las microalgas no
pueden eliminar el nitrégeno sin la presencia de fosforo o viceversa porque ambos
nutrientes son esenciales para su crecimiento (Beuckels et al., 2015). Las
concentraciones de nitrégeno y fosforo varian dependiendo del tipo de agua residual
a tratar; en aguas residuales domésticas, las concentraciones de nitrdgeno varian
entre 15y 90 mg L y las de P entre 4 y 20 mg L (Christenson y Sims, 2011) y
debido a que la eliminacion de nitrégeno y fosforo estdn acoplados en las
microalgas, el hecho de que las concentraciones de nitrégeno y fésforo varien
independientemente unas de otras, plantea un desafio al momento de disefiar un
sistema para la eliminacion de nutrientes de las aguas residuales por medio de las
microalgas (Beuckels et al., 2015).

Como ya se ha visto anteriormente, los sistemas microalga-bacteria son
ampliamente utilizados en el tratamiento de aguas residuales, debido a la capacidad
que tienen para remover nutrientes y materia organica asi como de generar
biomasa, sin embargo en los ultimos afios se ha venido estudiando otro tipo de
sustrato en el cual las algas pueden obtener altas remociones de materia organica,
nutrientes, crecer su biomasa y obtener subproductos valiosos, como lo son los
efluentes liquidos como residuos provenientes de la digestion anaerobia (Koutra et
al., 2021; Perazzoli et al., 2016; Sayedin et al., 2020).
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Figura 2. Esquema de la relacién de mutualismo realizado en un sistema
microalga-bacteria

2.1.2. Biomasa microalga-bacteria

La biomasa microalga-bacteria puede ser aprovechada ya sea como fertilizante o
para la fabricacion de biocombustibles, principalmente para la generacion de
biometano, biodiesel y bioetanol por su alta capacidad de acumulacion de lipidos,
sin embargo, la viabilidad para el aprovechamiento de la misma se ve limitada por
la cosecha de la misma, debido a la baja capacidad de sedimentacion que presentan
las microalgas, lo cual limita el uso de estos sistemas para el tratamiento de diversos
residuos como para su aprovechamiento como subproducto de valor agregado
(Park y Craggs, 2011).

A lo largo de los diferentes estudios realizados acerca del tratamiento de residuos
empleando sistemas microalga-bacteria, se han implementado distintas tecnologias
para la cosecha de la biomasa tales como centrifugacion, filtracién, ultrafiltracion,
floculacion quimica y floculacion mediante aire disuelto (Gutiérrez et al., 2016) y
aungue conseguirian una cosecha eficiente de la biomasa, son econOmicamente
inviables, no obstante, Park et al (2011) indicé que la suave mezcla mecanica
proporcionada por la rueda de paletas en un reactor tipo HRAP, promueve géneros
de algas coloniales inmdviles, incluidos Micractinium, Pediastrum y Scenedesmus,
gue pueden crecer y formar grandes floculos microbianos con un diametro superior
a 100 um que se pueden cosechar pasivamente por gravedad sin uso de energia,
por lo cual, no se necesitan nutrientes adicionales para el cultivo de microalgas, y la
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biomasa de algas (floculos de algas/bacterias) se cosecha facilmente por simple
sedimentacion por gravedad (Craggs et al., 2013).

2.1.3. Agregacion natural

Cuando se trabaja con sistemas microalga-bacteria para el tratamiento de efluentes,
estas deben cumplir con tres condiciones: alta tasa de crecimiento, alta tolerancia a
la variacidbn de estaciones y buena capacidad para autoflocularse y generar
agregacion espontanea de tal forma que permita una cosecha simple por gravedad
la cual resulta ser econdémica al emplearse la sedimentacion siendo asi una forma
rapida y sencilla (Park & Craggs, 2011). Esta puede ocurrir de forma natural o
inducida por la limitacion de carbono o de otros factores abiéticos (Chen et al.,
2011).

Con el fin de generar la agregacion de los sistemas microalga-bacteria, se busca la
adherencia entre algas coloniales con bacterias de aguas residuales para formar
agregados gue se pueden presentar en granulos y floculos con tamafio mayor a 500
pum (Park y Craggs, 2011). Los fléculos presentan como caracteristica que no tienen
una forma definida y son el inicio del proceso de agregacion mientras que los
granulos son el resultado de condiciones éptimas de agregacion y se caracterizan
por tener una forma definida y sedimentan mas rapido que los fléculos.

Diversos estudios de agregados de microalgas-bacterias, tanto para floculos como
para granulos, han enfatizado la relevancia de la produccion de EPS por microalgas
y bacterias como factor clave para la formacion de agregados. Sin embargo, la
presencia de EPS se ve afectada no solo por factores ambientales como la
temperatura y la intensidad de luz, sino también por factores operativos como el
tiempo de retencién celular (TRC) y el tiempo de retencion hidraulica (TRH) (Arcila
y Buitron, 2017).

En el caso de la intensidad de luz, la fotosintesis se correlaciona con un aumento
de la irradiancia hasta que se alcanza el crecimiento maximo de algas en el punto
de saturacion de luz. Al utilizar la luz, se deben considerar dos casos que pueden
presentarse en un sistema microalga-bacteria, ellos son la fotolimitacion y la
fotoinhibicion, la primera ocurre cuando la luz disponible no es suficiente (irradiancia
baja) para permitir el crecimiento maximo de algas, mientras que la fotoinhibicion,
gue puede conducir a dafios por luz, ocurre cuando la luz disponible esta en exceso
(irradiancia excesiva) del punto de saturacion para crecimiento de algas. Por lo
anterior, la distribucién de la luz debe ser tal que se encuentre entre estos limites.
En los sistemas de cultivo, el efecto de las zonas de fotolimitacion (zonas oscuras)
aumenta colinealmente con la concentracion de biomasa celular y la productividad
disminuye hasta cero en esas zonas (Ogbonna et al., 1995). Ademas, los niveles de
irradiancia influyen en la produccion de sustancias poliméricas extracelulares (EPS)
los cuales son macromoléculas (carbohidratos y proteinas) que se acumulan
extracelularmente en microalgas y bacterias propiciando la adherencia entre ellas
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para formar agregados (floculos y granulos), debido a su alta hidrofobicidad y a su
superficie de carga positiva se promueve la agregacion natural (Arcila y Buitron,
2017).

Por otro lado, el TRH también es uno de los parametros operativos que afectan en
gran medida la agregacién natural de los sitemas microalga-bacteria, teniendo
relevancia porque estos sistemas requieren de cierto tiempo para digerir la materia
organica presente en el efluente, donde un TRH muy corto puede presentar bajas
eficiencias de remocion de materia organica mientras que uno muy largo puede
generar problemas en la sedimentacién o generar flotacion del fléculo, ademas la
correcta configuracién del mismo afecta significativamente la absorcion de nitrogeno
y fésforo junto con las acumulaciones de lipidos y almidon en microalgas (Cuellar et
al., 2017). Arcila y Buitron (2016) reportaron al pasar de un TRH de 10 a uno de 6
dias favorecio el crecimiento de diatomeas y microalgas filamentosas verdes las
cuales se asocian en estructuras del tipo aglomerado o granular, obteniendo una
velocidad de sedimentacién de 8 m h1, atribuyendo que el crecimiento de diatomeas
en la estructura de agregados microalga-bacteria mejora 6 veces la velocidad de
sedimentacion, debido a que su pared celular se conforma de silice lo cual la hace
mas pesada.

Implementar las configuraciones adecuadas que permitan generar la agregacion
natural en los sistemas microalga-bacteria trae consigo una mayor recuperacion de
la biomasa al incrementar el tamafio de las particulas que sean altamente
sedimentables y asimismo lograr la remocién de nutrientes y materia organica
presentes en el efluente.

2.2. REMOCION DE MATERIA ORGANICA Y NUTRIENTES POR
MEDIO DE LOS SISTEMAS MICROALGA-BACTERIA

Un sistema convencional de tratamiento de aguas residuales por lo general
suministra aire a los microorganismos aerobios mediante sistemas de aireacion para
eliminar la materia organica de las aguas residuales, donde se requiere
aproximadamente 1 kW h'! de electricidad para suministrar el aire necesario para
eliminar 1 kg de DBO (Oswald, 2003). Este suministro de aire representa alrededor
del 40% del costo total de electricidad en las plantas de tratamiento por lo cual es
una desventaja al aumentarse los costos operativos, contrario a la tecnologia de
tratamiento de aguas residuales implementando sistemas microalga-bacteria donde
la materia orgéanica, el nitrogeno y el fosforo se pueden eliminar simultaneamente
en un reactor; de hecho, se espera una alta eficiencia de remocion de nutrientes
como nitrogeno Yy fésforo (Aslan y Kapdan, 2006). Ademas, el oxigeno producido
por el proceso de fotosintesis por microalgas lo utilizan los microorganismos
aerobios, lo cual reduce los costos de aireacion. Las microalgas autofototroficas no
solo pueden eliminar nitrégeno y fosforo, sino que pueden fijar el CO:2 utilizando este
como fuente de carbono (Kim et al., 2013).
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Sin embargo, aunque la mayoria de los estudios como los presentados por Aslan y
Kapdan (2006), Chu et al (2014) o Jung et al (2019), reportan resultados muy
buenos en cuanto a la remocion de materia organica y nutrientes empleando
sistemas microalga-bacteria, estos estdn enfocados al tratamiento de agua residual
de diferentes tipos y son pocos los estudios que se han realizado sobre el
tratamiento de efluentes provenientes de digestatos (fraccion liquida) debido a que
en este medio se inhibe el crecimiento de las microalgas debido su coloracién
oscura, alta turbiedad que no permite la penetracion de luz disponible para las
mismas (Marcilhac et al.,, 2014), presentando también alta concentracién de
nutrientes como nitrégeno y fésforo importantes para el adecuado crecimiento de
las microalgas, tema que se abordara en el numeral 2.4.2.y 2.5.

2.3. DESAFIOS DEL TRATAMIENTO DE EFLUENTES PROVENIENTES
DE DIGESTATOS POR MEDIO DE SISTEMAS MICROALGA-
BACTERIA

2.3.1. Turbiedad

Uno de los retos mas importantes que se encuentra al realizar el tratamiento de
efluentes de digestato empleando sistemas microalga-bacteria es la turbiedad. En
un cultivo de microalgas, la luz (calidad y cantidad), es el principal factor limitante
para este, puesto que la fotosintesis presenta relacion directa con un aumento de
irradiancia hasta que se alcanza el crecimiento maximo de algas en el punto de
saturacion de la luz (Barnett, 2015) donde los sélidos suspendidos presentes en el
efluente de digestato interfieren con la claridad del liquido evitando que la luz
penetre al ser dispersada y absorbida por los materiales suspendidos (Wang et al.,
2010).

Diversas investigaciones han sefialado que la turbidez se puede disminuir mediante
el pretratamiento del efluente de digestato utilizando técnicas tales como filtracion
(Wang et al., 2019), precipitacion (Tan et al., 2014), centrifugacién (Scarponi et al.,
2021a) y pretratamiento hidrotermal (Li et al., 2020) para eliminar los sélidos
suspendidos. Sin embargo, la técnica mayormente utilizada es la dilucién con agua
la cual permite eliminar rApidamente la turbidez y ademas la literatura indica que por
medio de esta se consigue un mejor rendimiento de las microalgas lo cual permite
aumentar la biomasa y eliminar los nutrientes del efluente de digestato (de Godos
et al., 2010; Fernandes et al., 2020a; Prajapati et al., 2014; Sayedin et al., 2020). No
obstante, los métodos mencionados pierden la atencién cuando se realiza un
analisis de costo-beneficio, donde el uso de esto da lugar a un aumento significativo
en los costos del proceso de tratamiento (Cheng et al., 2015).
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2.3.2. Toxicidad por amoniaco/amonio

La alta concentracion de nutrientes tales como el nitrogeno en forma de amoniaco
es otro de los problemas detectados al realizar tratamiento de efluentes de digestato
(Uggetti et al., 2014).

La asimilacién de nitrato y amonio esta estrechamente relacionada con el pH del
medio, dado que la absorcién de nitrégeno cambia el pH (Brewer y Goldman, 1976).
Como se observa en la figura 3 la asimilacion de nitrato tiende a aumentar el pH del
medio, mientras que cuando se utiliza amonio como Unica fuente de nitrogeno, el
pH del medio puede disminuir hasta niveles de 3, generando asi efectos nocivos,
donde algunas microalgas son sensibles a elevadas concentraciones de amonio y
su crecimiento puede inhibirse por concentraciones de amonio 1 mM. Este
descenso del pH podria ser la razén por la cual se produce la inhibicion del
crecimiento observada en algunas microalgas cuando la concentracion de amonio
en el medio es muy elevada, por ejemplo un aumento del pH intracelular a causa de
la entrada de moléculas de hidréxido amonico no disociadas (Richmond, 2014).
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Figura 3. Valores de pH en cultivos masivos de Tetraselmis suecica con distintas
fuentes de nitrégeno (Abalde Alonso et al., 1995).

El amonio es la fuente de nitrégeno predilecto por las microalgas, sin embargo como
se menciond anteriormente en altas concentraciones puede ser toxico para estas
(Akizuki et al., 2021; Gutierrez et al., 2016; Uggetti et al., 2018). En los efluentes de
digestato, el nitrégeno se encuentra en forma de nitrdgeno amoniacal. En soluciones
acuosas, el amoniaco-N esta presente en dos formas: el cation protonado NHa4*
(amonio) y la forma gaseosa NHs (amoniaco). El equilibrio de las dos formas viene
dictado por el pH. A pH mayor a 9 domina el amoniaco y a pH menor a 8 domina el
amonio. A pH mayor a 9, la toxicidad probablemente se deba al amoniaco y a pH
menor a 8 la toxicidad probablemente se deba al amonio (Boussiba y Gibson,
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1991). No obstante, se debe considerar que entre las formas de nitrégeno las
microalgas prefieren utilizar NHs* como fuente de nitrdgeno debido a que su
asimilacion tiene un menor costo energético al no requerir una reaccion redox
(Fernandez et al., 1998). Con valores de pH mayores a 7 el NHs libre se hace
disponible y la difusion de este aumentara el pH interno, a diferencia del NH4*.
Cuando se utiliza amonio como unica fuente de nitr6geno, la incorporacion de éste
por las células microalgales se acompafia de una produccion de hidrogeniones (H+),
provocando asi el descenso del pH del medio y la muerte celular. Por lo tanto,
debido a los cambios de pH durante el consumo de nitrdgeno en sus diferentes
formas en el cultivo de microalgas, se debera evaluar el requerimiento del ajuste de
pH (Kumar et al., 2010).

Ademas de los cambios de pH que puede generar el exceso de nitrégeno en el
efluente de digestato, se encuentra otro inconveniente en las microalgas y es que
el amonio no se difunde mediante la membrana celular por lo cual debe regularse
su asimilacion mientras que el amoniaco se difunde de forma pasiva a través de la
membrana y por ende no se puede regular lo cual genera altas concentraciones de
amoniaco en la célula (Boussiba y Gibson, 1991). Este exceso de amoniaco trae
consigo la alteracién o inhibicion de la fotosintesis al dafiar el grupo de manganeso
(Mn) del complejo de evolucion de oxigeno del fotosistema Il (PSIl) y también
aumentar la sensibilidad del PSII al fotodafio (Drath et al., 2008).

El efluente liquido de digestato generalmente tiene una concentracion de NHs-N que
oscila en el rango de 1000 a 3000 mg L' (Zhang et al., 2018) y diversas
investigaciones han demostrado que concentraciones mayores a 100 mg L™ tienen
efecto inhibidor sobre el crecimiento de las microalgas en los efluentes de digestato
(Debowski et al., 2017; Kwon et al., 2019; Park et al., 2010) y para aliviar dichos
efectos, se suele recurrir a la dilucion con el fin de llevar el nivel de amoniaco a 50-
100 mg L* pero como se ha explicado anteriormente esta técnica no se aplicara en
esta investigacion, una posible solucién a dicho inconveniente es la variacion de
nutrientes como el amoniaco por medio de la manipulacion del tiempo de retencion
hidraulica, lo cual se explicara de forma detallada en los préximos capitulos.

2.4. TIPOS DE REACTORES UTILIZADOS PARA EL TRATAMIENTO
DE EFLUENTES

Los sistemas para el tratamiento de efluentes se pueden clasificar en sistemas
cerrados, abiertos, hibridos y de biopelicula. Los sistemas de cultivo cerrados
ofrecen un control sobre las condiciones de crecimiento y, en consecuencia,
permiten una mayor productividad en comparacion con los estanques abiertos. Sin
embargo, los sistemas de cultivo cerrados son significativamente mas caros que los
sistemas abiertos para instalar y operar. Los sistemas de cultivo cerrados incluyen
fotobiorreactores tubulares, fotobiorreactores de panel plano, fotobiorreactores
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tubulares helicoidales y fotobiorreactores de placas (verticales y horizontales). En
estanques abiertos, la biomasa de algas se expone al medio ambiente. Aunque los
estanques abiertos son menos costosos de construir y operar, estan limitados por
la incapacidad de controlar adecuadamente las condiciones de crecimiento, como
los niveles de irradiacion, la temperatura y la contaminacion. Los estanques abiertos
incluyen estanques con canales impulsados por ruedas de paletas, estanques
inclinados de capa delgada, estanques circulares y estanques de tipo lagunar. Otros
sistemas de cultivo que no encajan inmediatamente en la categorizacion indicada
anteriormente son los sistemas de cultivo de biopeliculas (sélidos) y de cultivo
hibrido (Chuka et al., 2020).

A continuacioén, se presentan las caracteristicas de los sistemas cerrados y abiertos
haciendo hincapié en los mas utilizados para el tratamiento de efluentes y a la vez
cultivo de microalgas:

2.4.1. Sistemas cerrados

Los sistemas cerrados se componen generalmente de plastico transparente o vidrio
y se dividen principalmente en tres tipos de disefos: fotobiorreactores de placa
plana, tubulares y de bolsa (Borowitzka, 1990). La ventaja de usar los
fotobiorreactores cerrados radica en la capacidad de controlar las condiciones de
cultivo por ejemplo el pH, le temperatura y la irradiancia, permite un tratamiento mas
eficaz y reduce la pérdida de agua por evaporacién que suele pasar en sistemas
abiertos (Farooq y Ali, 2014). El mezclado en estos sistemas se realiza mediante
recirculacion con bombas externas (Borowitzka, 1990). Presenta como desventaja
altos costos operativos y de capital para su construccién, se ha trabajado en la
aplicacion de estos fotobiorreactores cerrados para el tratamiento de digestato
anaerobio de purines con diferentes eficiencias de remocion de nutrientes y
productividades de biomasa pero aun asi los costos asociados superan cualquier
ventaja aparente (Chuka et al., 2020). Ademas de la inhibicion de la biomasa por
las altas concentraciones de oxigeno disuelto donde se genera una reduccion de la
productividad de la biomasa debido al proceso fotosintéticamente derrochador de
fotorrespiracion (Sousa et al., 2012).

Cabe resaltar que las altas concentraciones de oxigeno disuelto también son un
problema en los sistemas abiertos, pero en menor proporcion y puede mejorarse
con facilidad por medio de sistemas de desoxigenacion utilizando la recirculacion
(Weissman et al., 1987).

2.4.2. Sistemas abiertos

Los sistemas abiertos son comunmente mas utilizados para el tratamiento de
efluentes y cultivo de microalgas debido a los menores costos de construccion y
operacion que presentan (Borowitzka y Moheimani, 2013). Estos incluyen
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estanques con canales impulsados por ruedas de paleta o tipo raceway, estanques
de capa fina, estanques circulares y lagunas (Chuka et al., 2020)

2.4.2.1. Reactores tipo raceway

Los reactores tipo raceway o HRAP consisten en un circuito circular cerrado con
una profundidad aproximada de 0.25-0.30 m. Generalmente la longitud del estrecho
del bucle debe ser mayor que el ancho del reactor debido a que si esta relacion es
muy baja, las perturbaciones de flujo al final de las curvas afectan el flujo del canal
recto lo cual conlleva a consumir mas energia, generar zonas muertas y por ende
la mezcla se realizaria de forma inadecuada. Una alta relacion superficie-volumen
del reactor esta destinada a proporcionar un area grande para la absorcién de la luz
solar requerida por las microalgas para crecer (Borowitzka y Moheimani, 2013). La
operacion del reactor debe ser en flujo turbulento para evitar que las células algales
se sitien en el fondo del reactor, pero no deben superarse los umbrales de
turbulencia debido a que se presentaria estrés por turbulencia y muerte de las
células (Sompech et al., 2012). Como desventaja en el uso de este tipo de reactores
se tiene que al ser abierto presenta alto riesgo de contaminacion por otras algas,
bacterias y protozoos que puede disminuir la productividad de la biomasa
(Borowitzka y Moheimani, 2013).

Los reactores tipo raceway se emplean con frecuencia para el tratamiento de
efluentes de aguas residuales y de digestato diluidos y sin diluir con diversas
eficiencias de remocion de nutrientes (Arcila y Buitron, 2017; Arias et al., 2017; de
Godos et al., 2010; Su et al., 2011).

Las reactores tipo raceway o HRAP propiamente son estanques de canalizacion
abiertos de poca profundidad (30-40 cm), mezclados con paletas, disefiados para
optimizar el tratamiento biolégico de aguas residuales (Oswald, 1991). En la practica
su funcionalidad se basa en la relacion simbidtica entre las bacterias y las
microalgas proporcionando un tratamiento de las aguas residuales y efluentes de
digestatos como lo ha demostrado Arcila y Buitrén (2017a), Delgadillo-Mirquez et al
(2016) y Serejo et al (2015), empleando poca energia mientras se logra la
recuperacion de nutrientes disueltos en la biomasa microalgal que al recolectarse
puede utilizarse como materia prima para fines energéticos. En comparacion con
las tecnologias mecanicas convencionales para el tratamiento de aguas residuales
y efluentes de digestatos que se utilizan normalmente, los HRAP tiene menores
costos en su fabricacion y operacion (Muga y Mihelcic, 2008). Los HRAP abiertos
por lo general se instalan a cielo abierto para lograr el aprovechamiento de la luz
solar y asi la obtencion de una mayor cantidad de biomasa; pueden presentarse en
diferentes volimenes de operacién que abarcan desde los 50 L hasta los 5200 m?
para grandes industrias.
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Figura 4. Reactores tipo Raceway.

En la figura 3 se pueden observar dos tipos de reactores raceway, a la izquierda
sistemas HRAP instalados en la UNAM. A la derecha el sistema a gran escala
instalado en Queensland, Australia.

2.4.2.2. Reactores inclinados de capa fina

Son reactores abiertos inclinados en angulo donde el cultivo de algas fluye por la
superficie inclinada en una capa delgada, este se recoge en el extremo inferior del
reactor y se recircula a la parte superior mediante una bomba (Borowitzka y
Moheimani, 2013). Los primeros reactores inclinados de capa fina se equiparon con
deflectores lo cual proporcioné una mezcla intensiva, evitando la sedimentacion de
las algas y aumentando la exposicion de las células a periodos de luz y oscuridad
(Schéadler et al., 2020), pero como consecuencia se generaron costos de inversion
dos veces mas altos en comparacion con los reactores inclinados regulares, alto
consumo de energia por el uso de las bombas, mayor tiempo en el proceso de
limpieza de la superficie, posteriormente disefiaron modelos donde se redujo la
inclinacién y se eliminaron los deflectores (Doucha y Livansky, 1995), seguido de
esto el sistema se implement6 con una capa de 6 mm de espesor y alcanz6 una
densidad de algas muy alta en su cosecha (Doucha y Livansky, 2006).

Los reactores inclinados de capa delgada presentan como ventaja que al ser mas
corta la trayectoria de la luz, se genera una atenuacion de luz méas baja debido a la
capa delgada y la turbulencia alta da como resultado una mejor mezcla y una mejor
utilizacién de los periodos de luz y oscuridad (Doucha y Livansky, 1995, 2006). Por
lo anterior se ha recomendado el uso de este tipo de reactor para el tratamiento de
efluentes de digestato anaerobio ya que al tener alta turbidez se beneficia al
presentarse mayor atenuacion de la luz. Sin embargo, aunque las velocidades de
flujo turbulentas en este tipo de reactor proporcionan mejores capacidades de
mezcla, podria ser necesario un mezclado alin mas sistematico para una mejor
utilizacién de la luz para el tratamiento de digestatos lo cual como se vio al inicio de
este apartado, acarrearia mayores costos. Asimismo, la productividad volumétrica
para este tipo de reactores debera ser mucho mayor para competir con los reactores
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tipo raceway, es decir que para tratar mayor cantidad de efluente proveniente de
digestato y generar mayor rendimiento de la biomasa deberia utilizarse un area muy
grande con la cual a veces no cuentan las industrias o las comunidades (Chuka et
al., 2020).

2.4.2.3. Lagunas, estanques poco profundos y estanques mixtos

Son los métodos mas antiguos para el tratamiento de aguas residuales y se han
utilizado por miles de afos donde la mezcla se realiza mediante el viento y la
conveccién y se realiza un manejo cuidadoso del flujo del agua a través de los
estanques. La productividad en lagunas y estanques poco profundos generalmente
es baja y al igual que en los estanques mixtos donde presentan profundidades entre
50 y 80 cm y se airean desde el fondo del estanque pero esto genera que la mezcla
sea desigual y la produccién de biomasa sea baja y por ende el tratamiento del
efluente (Borowitzka y Moheimani, 2013).

Revisando entonces los diversos reactores que existen para el tratamiento de
efluentes de digestatos anaerobios, los HRAP resultan ser los mas adecuados para
el desarrollo de esta investigacion teniendo en cuenta el costo-beneficio al ser de
bajo costo debido a un menor costo de operacién, menor tiempo de retencion
hidraulica y costos de construccion mas baratos en comparacion con otros sistemas
de tratamiento, como los sistemas de lodos activados, reactores de capa inclinados
de capa fina y los reactores cerrados. Conservan las ventajas de los estanques
convencionales (anaeroébicos, facultativos) debido a la sencillez y la economia, pero
superan muchas de sus desventajas (calidad de efluente deficiente e inconsistente,
eliminacion limitada de nutrientes y patégenos) y tienen el beneficio adicional de
recuperar nutrientes en biomasa de algas cosechables para uso beneficioso como
fertilizante, alimento o biocombustible (Young et al., 2017).

2.5. PARAMETROS QUE INFLUYEN EN EL DESEMPENO DE LOS
REACTORES

2.5.1. Influencia de la luz

Cuando se desea generar un cultivo de microalgas fototroficas, la luz es uno de los
parametros de crecimiento fundamentales al ser el componente principal en el
proceso de fotosintesis de las microalgas, esta puede provenir ya sea de fuentes
naturales como el sol o artificiales como lamparas (Wang et al., 2007) representa la
fuente de energia para la fotosintesis, y tanto la intensidad luminosa como la
longitud de onda y el fotoperiodo afectan al crecimiento y metabolismo microalgal
(Abalde Alonso et al., 1995). En el crecimiento de las microalgas la disponibilidad
de luz para todas las células microalgales puede verse reducida debido a un efecto
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denominado autosombreado generado al aumentarse la concentracion de la
biomasa durante el crecimiento (Richmond, 2014). Ademas, debe tenerse en cuenta
que se necesita cierta intensidad de luz para que pueda realizarse la fotosintesis de
forma adecuada donde se alcanza un nivel de saturacidn a intensidades variables
en funcion de la especie, por ejemplo, las intensidades de la luz solar que van desde
300 umol m?s-! se consideraron condiciones 6ptimas en términos de produccién y
tratamiento de biomasa eficiencias durante el cultivo exterior de Chlorella spp. en
aguas residuales (Gonzalez-Camejo et al., 2019), altas intensidades de luz pueden
generar que la cantidad de fotones que absorbe el aparato fotosintético sea mayor
(50 a 80%) que el consumo de fotones por la reaccion de fotosintesis y el exceso
de electrones se acumula provocando una sopreproduccion de oxigeno reactivo que
inhibe la fotosintesis obteniendo como resultado la reduccién de la productividad de
la biomasa y la eficiencia de eliminacion de nutrientes (Hu et al., 2008).

2.5.2. Influencia de la temperatura

La temperatura es otro parametro fundamental para el crecimiento de las
microalgas. La biomasa microalgal responde continuamente a la temperatura
ambiental. La temperatura celular se iguala a la temperatura del medio de cultivo,
en contraste con otros parametros del medio como el pH. Ademas de afectar a las
reacciones celulares, la temperatura también afecta a la naturaleza del
metabolismo, los requerimientos nutricionales y la composicion de la biomasa. En
las microalgas existe una relacion entre la temperatura y la actividad bioldgica,
aumentando la tasa de crecimiento cuando aumenta la temperatura, dentro de un
rango 6ptimo, por encima del cual el crecimiento disminuye, a veces bruscamente,
hasta llegar a cero si contindia el aumento de la temperatura (Abalde Alonso et al.,
1995). El rango 6ptimo para el crecimiento de la mayoria de las microalgas se sitia
entre 18 y 25°C. La tolerancia varia segun la especie las formas delicadas, como
Isochrysis, no soportan temperaturas superiores a los 25°C, mientras las formas
mas resistentes, como Chlorella, crecen bien hasta los 36°C (Laing y Ayala, 1990).
A la intemperie, la temperatura dependera de la ubicacion del experimento y la
estacion del afio en la que se encuentre.

2.5.3. Influencia del pH

El pH es uno de los factores mas importantes en el cultivo microalgal. Las
membranas plasmaticas de las células microalgales no son liboremente permeables
a los iones hidrogeno e hidroxilo, por lo tanto las concentraciones de hidrogeniones
intracelular y extracelular no estan necesariamente equilibradas y existe un
gradiente de concentracion de hidrogeniones a través de la membrana (Abalde
Alonso et al., 1995).

Las microalgas muestran una clara dependencia respecto al pH del medio de cultivo
y diferentes especies varian ampliamente en su respuesta al mismo. Cada
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microalga presenta un pH éptimo para su cultivo (entre 7 y 8). Un descenso de pH
suele ser letal, en cambio suelen soportar mejor los incrementos del pH, hasta un
cierto limite (Richmond, 2014). El pH del medio de cultivo determina la solubilidad
del CO2 y de los minerales, asi como la distribucién relativa de las formas
inorganicas de carbono (CO2, H2COs3, HCOs, COz%*), e influye directa e
indirectamente en el metabolismo de las microalgas.

El CO, al disolverse en agua, forma moléculas de acido carbodnico (H2COs). Este
acido se encuentra en una proporcion menor que el CO2disuelto (acuoso) debido a
qgue en el agua se disocia con gran facilidad en protones H* e iones bicarbonato
HCOzs-, lo anterior se puede observar en la ecuacion 1.

€O, + H,0 & H,CO; & HCO; + H*+ o CO5 +H* Ecuacion 1

A su vez, el pH se ve afectado por la capacidad tampdon y composicion del medio
de cultivo, cantidad de diéxido de carbono disuelto, temperatura, que a su vez
controla la solubilidad del CO2- y actividad metabdlica de las células microalgales;
la fuente de nitrégeno suministrada para el crecimiento juega un papel interactivo
muy importante (Abalde Alonso et al., 1995). Es por esto que el pH de un cultivo
varia con el desarrollo del mismo. El crecimiento fotosintético de las microalgas
provoca cambios en el pH del medio, y si éste aumenta hasta pH 9 el carbonato
puede precipitar, o que conlleva una retirada de nutrientes del medio.

2.5.4. Influencia de los nutrientes

El cultivo de microalgas requiere nutrientes como nitrdgeno y fésforo. La
disponibilidad de estos nutrientes tiene un impacto significativo en el crecimiento y
propagacion de microalgas y amplios efectos sobre sus lipidos y composicion de
acidos grasos (Chu et al., 2014), ademas de ser importantes para el crecimiento y
metabolismo de las células algales. El nitrdgeno es un elemento fundamental para
la formacién de proteinas y acidos nucleicos, mientras que el fosfato es una parte
integral de las moléculas esenciales como el ATP, siendo el portador de energia en
las células y parte de la columna vertebral del ADN y el ARN, que son
macromoléculas esenciales para todas las células vivas (El-Kassas, 2013). El
consumo de estos macronutrientes da como resultado un aumento en la densidad
de biomasa y la posterior remocion de nutrientes del medio circundante que es
llevado a cabo por procesos bioldgicos (nitrificacion/desnitrificacion) y fendmenos
de extraccion como la volatilizacion de amoniaco y la precipitacion de fosforo, esto
se debe potencialmente a los altos niveles de pH inducidos por el crecimiento de
microalgas fotosintéticas (Li et al., 2011). Con el fin de conseguir un alto rendimiento
de biomasa, remocién de nutrientes y una composicion bioquimica deseada en las
microalgas se podria modificar los ingredientes del medio o las condiciones de
cultivo para obtener un mayor rendimiento de biomoléculas deseables
(Prochazkova et al., 2014).
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Para el caso del tratamiento de digestato, debe tenerse en cuenta la concentracion
adecuada de nutrientes disponibles para las microalgas, esto con el fin de evitar la
inhibicion o muerte celular por exceso o falta de los mismos, evaluando la capacidad
de asimilacion de las algas. Para el caso del nitrégeno debe considerarse el pH,
puesto que este regula la especie de nitrdgeno presente y su toxicidad como se
menciond en el apartado 2.3.2. verificando si es necesario ajustarlo, ademas se
debe evaluar el requerimiento de una o varias diluciones del digestato que permitan
la disminucion de la carga de nitrdgeno debido a que este se encuentra en
concentraciones elevadas en el mismo, efectuando dichas diluciones con la
manipulacion del tiempo de retencion hidraulica y no con agua potable o agua
proveniente de la planta de tratamiento de agua residual de tal forma que se evita
gue esta sea tratada nuevamente de forma innecesaria.

2.6. CARACTERISTICAS DEL DIGESTATO

La digestion anaerobia es una fermentacion microbiana en ausencia de oxigeno que
da lugar a una mezcla de gases (principalmente metano y dioxido de carbono),
conocida como "biogas" y a una suspension acuosa o "lodo" que contiene los
microorganismos responsables de la degradacién de la materia organica. La
materia prima preferentemente utilizada para ser sometida a este tratamiento es
cualquier biomasa residual que posea un alto contenido en humedad, como restos
de comida, restos de hojas y hierbas al limpiar un jardin o un huerto, residuos
ganaderos, lodos de plantas depuradoras de aguas residuales urbanas y aguas
residuales domésticas e industriales (Lorenzo y Obaya, 2005).

El producto principal de la digestién anaerobia es el biogas, el cual es una mezcla
gaseosa de metano (50 a 70 %) y diéxido de carbono (30 a 50 %), con pequefas
proporciones de otros componentes (nitrégeno, oxigeno, hidrégeno, sulfuro de
hidrogeno), cuya composicion depende tanto de la materia prima como del proceso
en si. La cantidad de gas producido es muy variable, aunque generalmente oscila
alrededor de los 350 I/kg de sélidos degradables, con un contenido en metano del
70 % (Lorenzo y Obaya, 2005). Sin embargo, aunque la digestiébn anaerobia se
considera el método mas sostenible para producir energia (biogas) (Scarponi et al.,
2021b) tratando los residuos organicos o los residuos obtenidos del tratamiento de
aguas residuales, genera otro residuo compuesto por una fraccion solida y liquida
cuyas caracteristicas dependen del tipo de sistema utilizado y su composicion es
una mezcla entre el influente “estabilizado” y biomasa microbiana producida en la
gran mayoria de casos, arqueas metanogenas, este nuevo residuo podria
considerarse como un producto mas mineralizado que el influente con lo cual
presenta mayor contenido de nitrégeno amoniacal y fésforo y que requiere ser
tratado y/o aprovechado. Por lo general, el digestato se somete a una separacion
sélido/liquido y la fraccidn liquida se envia de regreso a la planta de tratamiento
donde estos contaminantes se eliminan biolégicamente (Fdez et al., 2011).
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Una opcién prometedora de bajo costo consiste en utilizar digestato como medio de
cultivo (y fuente de nitrogeno y fésforo) para microalgas, cuya biomasa puede
convertirse en productos valiosos (Bjornsson et al.,, 2013), incluidos los
biocombustibles, como indica Kwon et al (2019), quienes obtuvieron como resultado
gue C. vulgaris crecio sin ningun signo de inhibicidon en digestato porcino diluido 10
veces con una productividad de biomasa mejorada de 0.57 g L'* d! y obtuvieron
una eliminacion de nutrientes de 98.7-99.8% para NHs-N y 41-62,5% para fosforo
total o Prajapati et al (2014b) quienes encontraron que la fraccion liquida de
digestato diluida (concentracion del 30%) fue 6ptimo para el crecimiento de algas
(0,79 = 0,064 g L1, registrando ademas, una eliminacién del 69,99-89,31% de
nutrientes y DOQs con el crecimiento de algas. No obstante, la configuracion
adecuada de reactor, concentraciones y tiempo de retencién hidraulica apropiada
aun se encuentran en estudio de forma que estas logren una remocion adecuada
de la carga orgéanica, nutrientes y generen granulos sedimentables que permita la
recoleccion y aprovechamiento de la nueva biomasa microalgal.

2.7. TIEMPO DE RETENCION HIDRAULICA

El Tiempo de Retencién Hidraulica (TRH) es el tiempo que una unidad de fluido
permanece en un reactor, para este caso sera el tiempo que permanecera el
efluente de digestato anaerobio en el reactor.

En este proyecto de investigacion se estudiaran tres tiempos de retencién hidraulica
que permitirdn la variacion de la carga organica del efluente de digestato para lo
cual se escogieron tiempos de 14, 10 y 6 dias los cuales tendrian cargas organicas
de 68.4, 95.7 y 159.5 mg DQOs L'd? respectivamente, escogidas teniendo en
cuenta la capacidad de asimilacion de las microalgas basados en la revision
bibliografica de la tabla 2.
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Tabla 2. Revision de TRH y eficiencias de remocidn de nutrientes para efluentes de digestato provenientes de plantas de
tratamiento de aguas residuales

Concentracion inicial
Método de pretratamiento TRH (d) N-NH4" posterior al
pretratamiento

Concentracion Concentraciéon

asimilada de N-NH4* removida de N-NH4*

Filtrado a través de un filtro de
8 um (papel de filtro Whatman

No. 2. Dilucién 4 veces con . a4 . (Bankston et al.,
agua desionizada para e 2% % 2L my L 15 g L @ 7% (g L 2020)
maximizar el crecimiento de las

algas.

Centrifugacion 4696 x g por 30

minutos y filtracion por papel de

fitro Whatman No 4 (20-25

pm), No 1 (11 um), No 2 (8 ym),

No 0,5 (2,5 um), fibra de vidrio 2000 mg L?
Advantec GA-55 (1,6 um), fibra 5 controlando el pH a
de vidrio GC-50 (1,2 um), 7.5
membrana de éster de celulosa
mixto Advantec (0,8 um) y fibra
de vidrio Whatman GF-F (0,7
pm). Dilucién 16x
Pretratamiento de digestato
con lodos activados al 2%
Centrifugacién a 4696 x g 15
min, filtracién por papel de filtro
Whatman No. 4, No. 1, No. 2
No. 5, Advantec GA-55, GC-
50, GF-75), posteriormente
pretratamiento de digestato 5
con lodos activados al 2%,

ajuste de pH a 7,5, aireacion a

1 vwm de aire durante 1 o 4

dias seguido de centrifugacion

y filtracién inmediatas por filtro

141
10mgL*d 50 mg L1 (Wang et al., 2019)

5 1100 mg Lt 40 mg L1 d? 200 mg L? (Wang et al., 2019)

Concentraciones entre

205y 1372 mg L! 17-30 mg Lt d* 85-150 mg L? (Wang et al., 2021)



Whatman No. 5, Advantec GC-
50 y luego GF-75

Filtracién con carbon vegetal y
un sistema de filtraciéon de
arena de alimentacion lenta
para eliminar los sélidos
suspendidos y reducir turbidez.
No dilucién ni esterilizacion
Dilucién por triplicado al 2,5%,
5%, 10% y 20% con agua
desionizada. Se trabajé con
2.5%. Digestato bruto (DB)
Filtracion ~ por  membrana:
microfiltracion (MF),
ultrafiltracion (UF) y
nanofiltracion (NF)

Dilucién 1:10. Digestato
probado en tres condiciones
diferentes: a. digestato sin
pretratamiento, b. digestato
después de centrifugaciéon a
5.000 rpm durante 5 minutos y
c. digestato después de
filtraciéon (0,45 um) con filtros
de acetato de celulosa.

Diluciones: a. 1:10, b. 1:15, c.
1.2yd. 1:25

Centrifugacién y Dilucion con
agua de grifo 1:10

a.800 mg L1
b. 1600 mg L*

a.40.9+£ 9.5 mg L1 d?
b. 63.7+ 12.1 mg L1 d?

DB: 4016 mg L™

MF: 3146 mg L?
28 No mencionan
UF: 1433 mg L?

NF: 1940 mg L1

8 50 mg L* 6mgLtd?

1634 mg L1 inicial
Después de diluciones
1:10 =163 mg L*

1:10=6.9-7.8 mg Lt d?
1:15=4.7-6.1mg Lt d?

14 1:15=100-120 mg L = 1:20 = 3.6-5.2 mg L1 d*
1:20 = 80-100 mg L 1:25=3-3.5mg L1d?
1:25=60mg L*
10 112 mg L? 8.37 mg Lt d?
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a. 205mgL?
b. 320 mg L?

Recuperacion del
95% de nitrégeno y
fésforo por filtracion

por membrana

48 mg L1

1:10 =97-109 mg L*
1:15=66-85 mg L
1:20 =50-73 mg L?
1:25=42-49 mg L?

84 mg L+?

(Ayre et al., 2017)

(Fernandes et al.,
2020b)

(Scarponi et al.,
2021a)

(Franchino et al.,
2013)

(Gu et al., 2021)



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

3.1. POSTULADOS

1. Ladigestién anaerobia se considera el método més sostenible para producir
energia por medio del tratamiento de residuos organicos; sin embargo,
genera otro residuo llamado digestato, caracterizado generalmente por un
alto contenido de nitrégeno y fésforo (Scarponi et al., 2021a).

2. Las microalgas necesitan grandes cantidades de fésforo y nitrégeno para
crecer y almacenar subproductos y es posible utilizar los nutrientes del
digestato (fraccion liquida) como sustrato para el crecimiento de las mismas
(Phang et al., 2000).

3. El cultivo biomasa microalgal lleva a la generacion de productos metabdlicos
potencialmente valiosos que pueden llevar a la produccion de
biocombustibles (Chinnasamy, Bhatnagar y Hunt, 2010) ya que contienen
aproximadamente entre 40 a 50% de contenido de carbohidratos, lipidos y
proteinas in vivo (Singh y Gu, 2010).

4. La aplicacion del tratamiento de digestatos empleando sistemas microalga
bacteria es una estrategia para disminuir el costo operativo y presentar una
visibn de economia circular al remediar el digestato y generar productos de
alto valor (Toledo-Cervantes et al., 2016) (biomasa) como acondicionadores
de suelos y biofertilizantes Toledo-Cervantes et al., 2016).

5. Una dificultad identificada en el tratamiento de digestato es su color oscuro,
el cual reduce la penetraciéon de luz y por ende la cantidad de luz disponible
para el crecimiento de las microalgas (Marcilhac et al., 2014), esto se puede
solucionar por medio de la operacion adecuada del reactor manipulando el
tiempo de retencion hidraulica y la concentracidén de carga organica (Medina
y Neis, 2007).

3.2. HIPOTESIS

Los sistemas microalga-bacteria que utilizan granulos y agregados removeran
eficientemente la materia organica y nutrientes presentes en la fraccion liquida de
digestato. Se espera que se cumpla lo anterior cuando el tiempo de retencién
hidraulica (TRH) sea adecuado para obtener una carga organica de digestato tal
gue se no se obstruya el paso de luz al sistema, haya una adecuada remocion de
nutrientes, materia organica y se mantenga la estructura de los agregados de tal
forma que permanezca una adecuada sedimentacion.



4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del tiempo de retencion hidraulica sobre la remocion de nutrientes
y materia organica en un reactor algal de alta tasa con agregados de microalgas-
bacterias alimentado con la fraccion liquida de digestato municipal proveniente de
un reactor anaerobio termofilico.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtener un consorcio microalga-bacteria empleando como inéculo lodos
activados de una planta de tratamiento de aguas residuales municipales y
agua residual sintética utilizando dos reactores de alta tasa a la intemperie
para producir agregados microalga-bacteria con especies nativas del inéculo.

2. Evaluar la influencia de tres cargas organicas resultantes de variar tres
tiempos de retencién hidraulica (14, 10 y 6 dias), sobre la remocioén de
materia organica y nutrientes del digestato, la sedimentabilidad del proceso
y el tamafio de agregados para comparar y elegir el tiempo de retencion mas
adecuado para el tratamiento del mismo.

3. Relacionar el efecto de los parametros fisicoquimicos sobre la capacidad de
remocion de nutrientes y materia organica en el sistema microalga-bacteria
como pH, temperatura y oxigeno disuelto para identificar los procesos del
sistema microalga-bacteria durante el ciclo de luz y oscuridad.
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5. METODOLOGIA A EMPLEAR

Los experimentos se realizaron en el Laboratorio de Investigacion en Procesos
Avanzados de Tratamiento de Aguas del Instituto de Ingenieria Unidad Académica
Juriquilla, localizado en el estado de Querétaro.

5.1. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La estrategia experimental consté de dos fases observables en la figura 5:

Montaje y arranque de HRAP a la
intemperie con un TRH de 10 dias

- Crecimiento del consorcio microalga-
bacteria y formacion de agregados por
medio de lodos activados y agua

Tratamiento en modo continuo de
la fraccion liquida de digestatos
empleando los agregados

idual sstica. microalga-bacteria formados en la
fesidualdoméstica. —— [gce 1 con TRH de 14, 10 y 6 dias
- Remocion de materia organica y L . e
nutrientes - Remocién de materia organica y
nutrientes
- Estabilidad de  agregados
microalga-bacteria (alta

sedimentabilidad)

Figura 5. Fases de la estrategia experimental

A continuacién, se presenta un diagrama con las dos fases que se desarrollaron en
el proyecto, donde en la fase 1 se realizé el montaje y arranque de los reactores
utilizando un tiempo de retencion hidraulica de 10 dias, por medio de este se
formaron los agregados microalga-bacteria y obtenidos estos, procedié a utilizarse
en la fase 2 con el fin de realizar el tratamiento en modo continuo de la fraccién
liquida de digestatos evaluando la influencia de tres cargas orgénicas resultantes
de variar tres tiempos de retencion hidraulica (14, 10 y 6 dias), sobre la remocion
de materia organica y nutrientes, la sedimentabilidad del proceso y el tamafio de
agregados.

36



FASE

Lodos activados
+

Agua residual

Agregados
Microalga-bacteria
E SN

Variacién del TRH (14, 10y é dias) =
Variacion de la concenfracion de
la carga organica

Inlluenle
Freccion liquica de
cgestato

Bombeo Remocion de materia organica
Remocicén de nutrientes
Sedimentabilidad
Granulacién

Figura 6. Diagrama del proyecto
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5.2. DESCRIPCION DEL HRAP A LA INTEMPERIE

Se emplearon dos reactores algales de alta tasa tipo raceway (HRAP), ambos
operados bajo las mismas condiciones (replicas). Los reactores se construyeron en
fibra de vidrio con un volumen total de 100 L, un volumen de trabajo de 70 L y una
altura del liquido de 15 cm. Ambos reactores estuvieron equipados con un impulsor
de 4 cuchillas de acero inoxidable, cada impulsor conectado a un motor asincrono
(Transtecno 0.5 HP) y un variador de velocidad (Altivar 12 Schneider electric)
configurado a 10 revoluciones por minuto (RPM). Los reactores tuvieron instalada
una linea de drenaje con tuberia PVC en cada reactor para el lavado y vaciado.
Para su funcionamiento, se emplearon dos bombas peristalticas de doble cabezal
para ingresar el influente y para llevar el efluente al sedimentador, se tuvo instalada
una salida con tuberia PVC que funcionaba por gravedad ajustada a 15 cm de altura
(nivel del liquido dentro del reactor). Los reactores estuvieron cubiertos con una
capa de malla-sombra de polietileno de alta densidad en color negro para limitar el
nivel de irradiancia incidente en ambos reactores y el ingreso de insectos a los
mismos. En la figura 7 se presenta un diagrama de los reactores y en la figura 8 una
fotografia de los mismos.

Feclimeniadar 1

Bomba 1 Bomba 1 Sedimentadar 2 e

Figura 7. Diagrama de funcionamiento del sistema microalga-bacteria.
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Figura 8. Reactores algales de alta tasa utilizados

5.3. UBICACION GEOGRAFICA

El sistema se instalé perpendicularmente al norte geografico para aprovechar al
maximo la trayectoria del sol durante el dia en Juriquilla, Querétaro a una altura de
1900 msnm y coordenadas N 20° 42' 12.119"; 100° 26' 45.02 O".

39



Ubicacion
de reactores

Figura 9. Ubicacion de los reactores en el LIPATA

5.4. IRRADIANCIA SOLAR

Los valores de radiacion solar se obtuvieron de la Estacion Meteorolégica del Centro
de Geociencias de la UNAM Campus Juriquilla
https://www.ruoa.unam.mx/index.php?page=estaciones&id=3

5.5. PARAMETROS FISICOQUIMICOS

Se utiliz6 el medidor multiparamétrico marca HANNA modelo HI5522 para la
medicién de pH y la sonda con membrana tipo Clark marca YSI modelo 50B para la
medicion de oxigeno disuelto y temperatura.

5.6. INOCULO

Se emple6 como in6culo lodos activados de la planta de tratamiento de aguas
residuales municipales ubicada en San Pedro Martir en Querétaro. Se realiz6 el
muestreo dentro del tanque de aireacion, se colecto efluente secundario del proceso
de tratamiento de agua, el cual se empleé como medio de cultivo. Los reactores
HRAP se inocularon el mismo dia del muestreo.
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5.7. AGUA RESIDUAL PARA EL CRECIMIENTO DEL CONSORCIO
MICROALGA-BACTERIA

El agua residual sintética es un medio compuesto por 538 mg DQO L (50%
contribuido por sacarosa y 50% por acido acético); 4 mg KH2POa4 L, 30 mg NH4Cl
L1, 10 mg CaCl2 L1, 5 mg MgS0a4.H20 L, 5 mg FeS04.7H20 Lty 1 ml de una
solucién de elementos traza conformada por 50 mg H3BOs L, 50 mg ZnCl2 L2, 50
mg CuClz L1, 50 mg MnS04.H20 L1, 50 mg (NH4)eM07024.4H20 L1, 50 mg AICls L-
1,50 mg CoCl2.6H20 L*y 50 mg NiCl2 L'* (Huang et al., 2015).

5.8. DIGESTATO ANAEROBIO

En la experimentacién se empled la fraccion liquida de un digestato proveniente de
un proceso de digestion anaerobia. La fraccion liquida del digestato se colecté de
un reactor anaerobio productor de biogas a partir de lodos de purga de la planta de
tratamiento de aguas residuales municipales de San Pedro Martir en Querétaro. El
proceso de digestion anaerobia funciona en termofilia (55°C). La planta de
tratamiento realiza la separacion de las dos fracciones del digestato empleando una
centrifuga que opera a 3600 RPM con una eficiencia de separacion del 90%. El
muestreo se realizé a la salida del proceso de separacion, el efluente se colect6é en
bidones de 20 L y se transporto al laboratorio, se caracterizé y almacené a 4°C.

5.9. MUESTREO

Semanalmente se colectaron muestras simples de 50 mL del efluente y 50 mL del
cultivo dentro del reactor para la determinacion de la demanda quimica de oxigeno
(DQO:s), nitrdgeno amoniacal (N-NHa4*), nitrato (N-NOz"), nitrito (N-NO2), fosfato (P-
P0O4%), sélidos suspendidos totales y volatiles (SST y SSV) y sustancias poliméricas
extracelulares (EPS). Diariamente se colectaron muestras de 1L del cultivo para la
realizacion de prueba de velocidad de sedimentacion y porcentaje de
sedimentabilidad.

La observacion del cultivo de ambos reactores se realizé empleando 10 mL de
muestra, se capturaron imagenes empleando microscopio y estereoscopio.
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5.10. PROCEDIMIENTOS ANALITICOS

5.10.1. Solidos suspendidos totales y volatiles

La medicion de solidos suspendidos totales y volatiles se realizé6 con el método
gravimétrico aprobado por el LIPATA, se emplearon filtros de fibra de vidrio
Whatman Grade 410 de 5.5 cm de diametro, los cuales se sometieron a
pretratamiento para obtener peso constante, se filtré un volumen de 60 mL de agua
destilada empleando un Kitasato conectado a una linea de vacio, una vez lavados
los filtros se ingresaron a secado a 105 °C por 20 min, después 15 minutos a 550
°C, se reingresaron al secado de 105 °C por 12 horas y finalmente se dejaron
reposar en el desecador por 30 minutos. Se registré el peso del filtro y nuevamente
ingresaron al secado de 105 °C por 1 hora, dejandolos reposar en el desecador 30
minutos, se registro el peso, considerandolo constante hasta obtener una variacion
menor al 10% entre cada peso registrado. Una vez tratado el filtro se filtr6 un
volumen de 10 a 100 mL de muestra homogénea, se ingresé a secado a 105 °C por
12 horas, luego reposo en el desecador por 30 minutos y se registré el peso obtenido
en la balanza analitica, finalmente se calcinaron los filtros a 550 °C por 15 minutos
y se dejaron reposar 30 minutos en el desecador para posteriormente registrar el
peso de cenizas en el filtro. Finalmente se aplicaron las ecuaciones 2 y 3.

_ Pesor; i (g)—Pesor; .,
SST (g L 1) — filtro+biomasa seca \g 'flltroapeso constante(g) % 1000 EcuaC|0n 2
Volumen muestra filtrada (mL)
-1 Pesofiitro+biomasa seca (g)_PeSOfiltro+cenizas ) .z
SSV(gL™) = * 1000 Ecuacion 3

Volumen muestra filtrada (mL)

5.10.2. Demanda quimica de oxigeno

Se realiz6 con el método 8000 — DQO digestién con acido sulftrico y dicromato de
potasio con rango de 20 a 1500 mg O: L del manual de andlisis de agua de Hach.
Para la fraccion soluble de las muestras se filtr6 un volumen de 50 mL empleando
membranas de nitrocelulosa de 0.45 ym. Se agreg6 un volumen de 2 mL de la
muestra filtrada a un tubo preparado y se sometié a un proceso de digestion 150 °C
por 2 horas, se cuantific6 la concentracion a través de una lectura en el
espectrofotometro DR2800 utilizando el programa numero 435.

5.10.3. Nitrégeno amoniacal

Se realiz6 con el método de fenol-hipoclorito. Para la fraccién soluble de las
muestras se filtré un volumen de 50 mL empleando membranas de nitrocelulosa de
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0.45 pym. Se agregdé un volumen de 5 ml a un tubo de ensayo, posterior a esto se
agregaron 0.2 mL de la solucién de fenol, 0.2 mL de solucién de nitroprusiato y 0.5
mL de solucion oxidante. Una vez preparada la muestra a analizar, se dejo reposar
en a temperatura ambiente (22-27 °C) y en oscuridad por al menos 1 hora
desarrollandose un color azul estable por 24 hrs. Se leyeron las muestras a una
absorbancia de 640 nm, leyendo primero el blanco.

5.10.4. Fosfato

Se realiz6 con el método 10127 — Digestion de molibdovanadato con &cido
persulfato con rango de 1.0 a 100.0 mg PO4* L del manual de andlisis de agua
Hach. Para la fraccion soluble de las muestras se filtr6 un volumen de 50 mL en
membranas de nitrocelulosa de 0.45 ym. Se agreg6 un volumen de 5 mL de la
muestra filtrada a un tubo preparado y se adicioné una almohadilla de persulfato de
potasio, se sometid a un proceso de digestion a 150 °C por 30 minutos
posteriormente se agregaron 2 mL de hidréxido de sodio 1.54 N y 0.5 mL de
molibdovanadato, finalmente se dejo reaccionar por 7 minutos y se cuantificé la
concentracion a través de una lectura en el espectrofotémetro DR2800 utilizando el
programa numero 542.

5.10.5. Nitrato

Se realiz6 por medio de cromatografia idnica a través del equipo Dionex marca
ThermoFisher Scientific. Para la fraccion soluble de las muestras se filtr6 un
volumen de 50 mL en membranas de nitrocelulosa de 0.45 ym. Se agregaron 2 mL
de muestra a una jeringa y se leyo en el equipo Dionex. Leida la muestra se obtuvo
el &rea de la curva del nitrato y se obtuvo la concentracion del mismo por medio de
una curva de calibracion previamente realizada.

5.10.6. Nitrito

Se realiz6 por medio de cromatografia idnica a través del equipo Dionex marca
ThermoFisher Scientific. Para la fraccidon soluble de las muestras se filtr6 un
volumen de 50 mL en membranas de nitrocelulosa de 0.45 ym. Se agregaron 2 mL
de muestra a una jeringa y se leyé en el equipo Dionex. Leida la muestra se obtuvo
el &rea de la curva del nitrito y se obtuvo la concentracion del mismo por medio de
una curva de calibracion previamente realizada.

5.10.7. Nitrogeno total Kjeldhal

Se tomo6 una alicuota de 0.5 mL de la muestra a analizar y se llevé a un tubo kejdhal,
posterior a esto se agregaron dos pastillas catalizadoras, 15 mL de H2SOs4
concentrado y 5 mL de peréxido de hidrégeno, luego se llevé el tubo a digestion por
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ciclos de 30 minutos — 30 minutos — 60 minutos. Finalizada la digestion se dejo
enfriar el tubo y se llevé a destilacion con solucién de &cido borico al 4% en equipo
de destilacion, al finalizar se obtuvieron 250 mL de destilado y a este se le realiz
prueba de nitrégeno amoniacal por medio del kit “AmVerTM amoniaco de alto Gama
Test ‘N TubeTM Reactivo Conjunto Rango 0-50 mg/L N” Cat. 2606945-LM marca
HACH.

Para la realizacion de le prueba con el kit, se filtr6 la muestra con membrana de
nitrocelulosa de 0.45 uym, se tomo un tubo del kit y se le agregd 0.1 mL del filtrado,
posteriormente se agrego una almohadilla de salicilato de amonio del kit al tubo, se
tapd y se agitd vigorosamente, luego se agreg6 una almohadilla de cianurato de
amonio del kit, se tapd y se agitd vigorosamente, se dejo reaccionar por 20 minutos
y se cuantificd la concentracion a través de una lectura en el espectrofotometro
DR2800 utilizando el programa nimero 343.

5.10.8. Observaciones al microscopio

Se realiz6 la observacion del cultivo microalga-bacteria empleando el microscopio
Nikon Eclipse 90i con el software Nis Elements — Br Basic Research y el
estereoscopio Carl Zeiss Stemi DV4 con el software Zen.

5.10.9. indice volumétrico de lodos (IVL) y porcentaje de
sedimentabilidad

Se realiz6 con los métodos 2710C y 2710D del manual de APHA (2005). Se
emplearon probetas de vidrio para determinar el volumen de lodos sedimentables.
Agregando un volumen de 1 L de muestra homogénea en una probeta de vidrio y
dejando reposar 30 min, al término de la prueba se registro el volumen de sedimento
al fondo de la probeta, finalmente se calcul6 el indice de volumen de lodos (VL)
aplicando la Ecuacion 4.

Volumen de lodos sedimentables (mL L™1)x1000

Sélidos suspendidos totales (mL L™1)

IVL (mL g SST™1) = Ecuacion 4

Para el porcentaje de sedimentabilidad se tom6 un volumen de 100 mL del efluente
clarificado de la prueba del IVL, a esta muestra se le determinaron los sélidos
suspendidos totales, finalmente se emple6 la Ecuacién 5 para calcular la eficiencia
de separacion de la biomasa en el efluente del sistema.

Porcentaje de sedimentabilidad (%) = 100 * (1 - %) Ecuacion 5

Donde
Xe = SST del efluente clarificado — 30 minutos de reposo

X = SST en el reactor
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5.10.10. Velocidad de sedimentacién (VS)

Se realiz6 de acuerdo con Zhaowei y Belovich (2010) y Yu, Mu, y Ren (2008),
empleando una probeta de vidrio donde se vertio un volumen de 1 L de muestra
homogénea, se tomo el tiempo de sedimentacion por cada 100 mL (3.5 cm). Los
datos se graficaron para obtener la velocidad de sedimentacién en m h1.

5.10.11. Extraccién y cuantificacion de EPS (carbohidratos vy
proteinas)

Se realizo la extraccion de EPS ligados (sustancias poliméricas extracelulares) en
forma de carbohidratos y proteinas, empleando un volumen de muestra homogénea
de 50 mL, concentrando la biomasa por centrifugacion a 3500 RPM por 20 minutos,
se retir6 el sobrenadante y a la biomasa obtenida se le adicionaron 50 mL de
solucidn salina isotonica de NaCl al 0.9%, se sometié a tratamiento térmico en un
bafio de agua durante 1 hora a 80 °C, se centrifugdé a 3500 RPM por 20 minutos y
se filtrd6 en un filtro de fibra de vidrio GF/A — 1.6 ym, a la muestra filtrada se le
determinaon carbohidratos y proteinas (Arellano, 2013).

Los carbohidratos se determinaron de acuerdo con el método fenol-acido sulftrico,
empleando D-glucosa como estandar (Dubois et al., 1956) y las proteinas se
determinaron de acuerdo con el método de Lowry, empleando albumina de suero
bovino como estandar (Lowry et al., 1951).

Para la determinacion de carbohidratos, se preparé una solucion de fenol al 80%
diluyendo 4 g en 20 ml de agua destilada en un frasco ambar para su preservacion.
Preparado el reactivo, se continud con el siguiente procedimiento: Se tomé un tubo
de ensayo y se le agregé 1 ml de la muestra a analizar, se agregaron 25 pul de
solucién de fenol al 80 % y 2.5 ml de acido sulfarico concentrado, se mezclé en
agitador vortex por 30 segundos y se colocé en un bafio de agua a temperatura
ambiente y dejando reposar la muestra por 10 minutos, transcurridos los 10 minutos,
se leyd la absorbancia a una longitud de onda de 490 nm leyendo primero el blanco
y por medio de una curva de calibracion realizada con glucosa, se obtuvo la
concentracion.

Para la determinacién de proteinas, se prepararon las siguientes soluciones:

Solucion A: Na2C0O3-H20 diluir 18 g en 200 mL de agua destilada.

Solucion B: CuS04.5H20 diluir 1g en 50 mL de agua destilada.

Solucion C: Tartrato de Sodio y Potasio en agua destilada diluir 0.6725 g en 50 mL
de agua destilada.

Solucién D: NaOH diluir 2 g en 50 mL de agua destilada.

Solucién E: SDS diluir 0.536 g en 50 mL de agua destilada.

Reactivo de Folin: Usese en concentracion 2N diluir 1:10.
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Reactivo de cobre: Preparado inmediatamente antes de usarse, mezclando las
soluciones A, By C en proporcion 13:1:1 segun cantidad de pruebas a analizar.
Reactivo de formacion de complejo: Preparado inmediatamente antes de usarse,
mezclando las soluciones reactivo de cobre, D y E en proporcion 3:1:1 segun
cantidad de pruebas a realizar.

Preparados los reactivos, se continua con el siguiente procedimiento: Se tomo un
tubo de ensayo y se le agregb 1 ml de la muestra pretatada a analizar,
posteriormente se agregé 1 ml de solucidbn complejo y se dejo reposar por 10
minutos a temperatura ambiente, transcurridos los 10 minutos, se agreg6 0.5 ml de
reactivo de folin y se agité por 30 segundos en vortex, se dejo reposar por 30
minutos en la oscuridad y finalmente transcurridos los 30 minutos se midio la
absorbancia a una longitud de onda de 750 nm en espectrofotometro DR2800,
recordando medir primero el blanco y por medio de una curva de calibracion
realizada con albumina de suero bovino se obtuvo la concentracion.

Se calculé el contenido de carbohidratos y proteinas con respecto a la cantidad de
SSV presente en la muestra, para obtener g CH g SSV-! (Carbohidratos) y g PT ¢
SSV1 (Proteinas).

5.10.12. Granulometria

Se implementd un método para la medicion del tamafio de particula de los granulos
microalga-bacteria de acuerdo con el trabajo realizado por Alves et al, (2018),
empleando el software ImageJ (Image Processing and Analysis in Java, version
1.52). Se colocaron granulos seleccionados en cajas de Petri de vidrio con agua y
se realiz6 la captura de imagenes de los granulos a través de un escaner HP G3110.
Se realizaré el andlisis de imagen en ImageJ utilizando las herramientas y funciones
que este provee.

La imagen se ajust6 a una escala de 0.5 cm con las funciones “Analyze y set scale”,
con la funcion “Image” se desplegaron los 3 colores principales (red-blue-green), se
selecciono el color “blue” y se proces6 con un “Threshold” de 4.88% el cual elimino
las sombras producidas por la caja Petri. Una vez filtrada la imagen se procedi6 a
realizar el conteo de particulas y la estimaciéon de area (cm?) con la herramienta
“Analyze particles”. ImagedJ desplegé los resultados en una tabla que se exportd en
formato XML para graficar los datos en un histograma de frecuencia.
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5.11. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

5.11.1. Fase 1. Montaje y arranque de reactores de alta tasa a la
intemperie

Para la formacion de agregados microalga-bacteria a la intemperie se utiliz6 como
anico inoculo lodos activados en 2 reactores de alta tasa. En cada reactor se
agregaron 5 litros de inéculo y 65 litros de efluente secundario que es agua residual
sintética para un volumen total de trabajo de 70 L, se operaron en lote por 27 dias
con el fin de promover el crecimiento del consorcio microalga-bacteria, al dia 15 ya
se habia consumido el 100% del N-NH4* por lo cual procedi6 a alimentarse con el
medio sintético mencionado en el numeral 5.7. No se empled recirculacion de
biomasa en esta fase por lo tanto el TRS fue igual al TRH.

En la figura 10 se observa el inoculo con presencia de microalgas y diatomeas para
el dia 27.

Figura 10. In6culo de lodos activados. En circulos se observan microalgas y en
rectangulos diatomeas.

Se caracteriz6 el agua residual y el efluente, se dio seguimiento al crecimiento del
consorcio y se procuré6 mantener las mismas condiciones en ambos reactores para
evitar cambios en las poblaciones de microalgas, cuando se detecté alguna
variacion en alguno de los reactores, se procedi6 a homogeneizarlos. A
continuacion, en la figura 11 se observan los reactores HRAP durante el crecimiento
del consorcio microalga-bacteria.
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Figura 11. a). Sistema HRAP dia 0 inoculado con lodo y agua residual sintética y
b). Sistema HRAP dia 27 con coloracién verde por presencia de microalgas

Se calcul6 la capacidad de remocién de materia organica y nutrientes en la fraccion
soluble del efluente en el sistema, empleando la Ecuacion 6.

Concentraci(’)ninﬂuente—Concentraci()neﬂuente

* 100 Ecuacion 6

Remocion (%) = y
Concentracionnfiyente

influente = mg Lt DQOs en el agua residual

efluente = mg L DQOs en el agua a la salida del reactor
influente = mg L' N-NH4* en el agua residual

efluente = mg L*N-NH4* en el agua a la salida del reactor

5.11.2. Fase 2: Tratamiento en modo continuo de la fraccion
liguida de digestato empleando agregados microalga-bacteria en
reactores de alta tasa a la intemperie

Para llevarse a cabo la fase 2, se llevaron a cabo dos experimentos, el primero
comprendido entre 09 de septiembre del 2021 y el 13 de diciembre del 2021, con
este experimento no se observaron los resultados esperados y el sistema dejo de
funcionar de forma adecuada por lo cual se procedi6 a recuperar la biomasa e iniciar
un nuevo experimento en el afio 2022 estudiando de igual forma los TRH de 14, 10
y 6 dias utilizando el mismo digestato del experimento 1 centrifugado y con un factor
de dilucién 1:10, este experimento se llevo a cabo desde el 18 de enero del 2022
hasta el 18 de mayo del 2022.

5.11.2.1. Experimento 1:

En esta fase se emple6 un digestato doméstico proveniente de un reactor anaerobio
productor de biogas a partir de lodos de purga de una planta de tratamiento de
aguas residuales, se realiz6 caracterizacion del mismo en cuanto a SST, SSV,
DQOs, N-NHa*, NT y P-PO4%. Se ocupd un factor de dilucién 1:10 con agua residual
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sintética en un bidon de 50 L, esto con el fin de disminuir la alta concentracion de
N-NH4* y DQOs presente en el digestato.

El objetivo fue operar el sistema con 3 tiempos de retencién hidraulica de 14, 10 y
6 dias, cada uno con 3 ciclos con el fin de variar la concentracion de la carga de del
N-NH4* y de la DQOs, ademés del color y la turbiedad de tal forma que no interfiera
con el crecimiento de las microalgas.

El dia 28 se cambiaron las condiciones de operacion de los reactores operandose
con el digestato diluido 1:10 mencionado anteriormente y TRH de 14 dias, sin
embargo, al finalizar el primer ciclo se observdO que se estaba generando
oscurecimiento del sistema y taponamiento de las mangueras debido a la alta
concentracion de solidos presentes en el digestato por lo cual el dia 41 de operacién
procedio a centrifugarse a 3500 RPM por 20 minutos y trabajar los siguientes dias
con el sobrenadante diluido 1:10 esto con el fin de disminuir la concentracion de
sélidos presente. Al dia 67 de operacion el sistema colapso, los agregados se
disgregaron, el sistema no estaba sedimentando y la biomasa estaba pasando a los
sedimentadores, por lo cual se procedio a realizar una dilucion de 1:30 del digestato
de tal forma que se disminuyera la carga organica presente y se lograra recuperar
el sistema.

Este experimento finalizo el 13 de diciembre con biomasa recuperada.

A continuacion, se presenta una tabla con los tiempos de operacion de los reactores
y las correspondientes fases llevadas a cabo.

Tabla 3. Etapas del experimento 1

Etapa Tlempg de Influente Operacion
operacién (d)
Fase 1: Formacion 0— 27 Lodo_s _act,lv_ados y Lote
de agregados medio sintético
Fase 2: TRH de 14 28 — 40 Digestato 1:10 Continuo
dias Digestato .
41-67 centrifugado 1:10 Continuo
Recuperacion  del Digestato
sistema centrifugado  1:30 .
68 — 95 con ajuste de N- Continuo
NH4*

5.11.2.2. Experimento 2:

Del primer experimento logré recuperarse parte de la biomasa que procedié a
utilizarse en este segundo experimento, inicialmente se operaron los reactores por
lotes por 27 dias alimentandose con medio sintético (Huang et al., 2015) con el fin
de aumentar la concentracion de biomasa, el tamafio de agregados y la velocidad
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de sedimentacion de tal forma que permitiera el adecuado funcionamiento del
sistema para tratar el digestato con los TRH propuestos a estudiar.

El dia 28 se cambiaron las condiciones de operacidn de los reactores operandose
ahora con el digestato centrifugado y diluido 1:10 con el TRH de 14 dias. El dia 73
se cambié el TRH a 10 dias y el dia 103 de operacion se cambi6 el TRH a 6 dias
con el mismo influente.

A continuacion, se presenta una tabla con los tiempos de operacion de los reactores
y las correspondientes fases llevadas a cabo.

Tabla 4. Etapas del experimento 2

Etapa Tlempg de Influente Operacion
operacién (d)

Fase 1. Formacion 0-27 Medio sintético Lote
de agregados
Fase 2: TRH de 14 Digestato .
dias 2812 centrifugado 1:10 Continuo
Fase 2: TRH de 10 Digestato .
dias 73-102 centrifugado 1:10 Continuo
Fase 3: TRH de 6 Digestato .
dias 103 -120 centrifugado 1:10 Continuo

Se calculd el porcentaje de remocion de DQOs y N-NHs*, se determinaron los
parametros de sedimentabilidad y la cantidad de SST y SSV. Se registraron los
pardmetros de pH, temperatura y oxigeno disuelto. Se observaron los agregados de
ambos reactores.

Alfinalizar los experimentos se recopilaron los datos de irradiancia correspondientes
al periodo respectivo de realizacion de los mismos, para conocer los niveles de
radiacion fotosintéticamente activa (RFA) que se presentaron durante la realizaciéon
de los experimentos a la intemperie.

Se utilizo el andlisis de varianza (ANOVA) para un solo factor para analizar el efecto
del TRH sobre la eficiencia de remocion (%DQO, %N-NH4* y %P-P0O4*) al finalizar
los experimentos y si existen diferencias significativas al variar las cargas organicas.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. EXPERIMENTO 1

6.1.1. Fase 1

6.1.1.1. Crecimiento del consorcio microalga-bacteria y formacion de
agregados

Para la formacién de agregados microalga-bacteria a la intemperie se inocul6 cada
reactor con 5 L de lodos activados y 65 L de efluente secundario sintético y se operé
por lote por 27 dias. En la tabla 5 se presenta la caracterizacion del agua residual
junto al in6culo de lodo para el crecimiento del consorcio microalga-bacteria en
ambos reactores.

Tabla 5. Caracterizacidn fisicoquimica del agua residual primaria con el inéculo de

lodo
Parametro Concentracion
promedio (mg L)
SST 372.3+3
SSv 305+5
DQOs 55.8 + 0.6
N-NHas* 149+0.2
N-NOsz 0
N-NO2 0
P-PO43 43.8+0.3

Transcurridos los 27 dias de operacion, se realiz6 observacion en microscopio y
estereoscopio, se observo la presencia de agregados y tres géneros de microalgas
y un género de diatomeas. En la Figura 12 se presentan los agregados observados
en estereoscopio al dia 27 de operacion y en la figura 13 y 14 se pueden observar
los géneros identificados y la etapa de deteccion.
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Figura 12. Observacion en estereoscopio de agregados al dia 27 de operacion. a).
Reactor 1 y b). Reactor 2.

Figura 13. Formacion de consorcio microalga-bacteria en lote dia 25. Se indican
en circulos los diferentes géneros identificados: rojo — Chlorella, azul -
Scenedesmus
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Figura 14. Formacion de consorcio microalga-bacteria en lote dia 27. Se indican
en circulos los diferentes géneros identificados: rojo — Chlorella, amarillo —
Haematococcus, naranja — Navicula

Se observo el crecimiento de otros microorganismos como rotiferos, protozoos y
nematodos (figura 15), para eliminarse debia acidificarse el medio, modificando el
pH a 2 tal como reporté Diaz-Zamorano (2020) en su trabajo de tesis, sin embargo,
indicé también que al realizar esto se generaba disgregaciéon de la biomasa por lo
cual se opto en este trabajo por no modificarse el pH y no modificar la microfauna.

Figura 15. En la izquierda un nematodo y a la derecha protozoos
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Finalizando esta fase se establecié un 77% de sedimentabilidad, valor menor al
reportado por Diaz-Zamorano (2020) cuyo resultado fue de 94% y al reportado por
Arcila y Buitron (2016 y 2017) cuyo valor estuvo entre 88 y 92%. Este valor fue més
bajo debido a que para el dia 27 no se encontraron especies de microalgas
filamentosas, no habian agregados tipo granulo, los cuales son los que mejoran de
forma significativa la sedimentabilidad en este tipo de sistemas microalga-bacteria.

Se monitoreé la velocidad de sedimentacion durante esta fase como puede
observarse en la figura 16, encontrando que no hubo caida de la misma y al dia 27
de operacién se obtuvo una velocidad de 1.36 m h, por tal motivo se consideré
adecuado continuar con la fase 2 del experimento.

0.8

Vs (m h)

0.6

0.4

0.2

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
Tiempo (d)

Figura 16. Velocidad de sedimentacion durante la fase 1

6.1.1.2. Remocién de materia organica y nutrientes

Durante la fase de formacién de agregados en lote se evalué también la capacidad
de remocidén de nutrientes y materia organica del sistema, obteniendo los siguientes
porcentajes de remocion: 98% N-NH4+, 17% P-P0O43- y 57% DQO:s.

En cuanto a los SST y SSV se observé que no hubo remociéon de estos, pero si
acumulacion de SST y produccion de biomasa en forma de SSV, donde los SST
aumentaron en un 32% y los SSV en un 26%.

En la tabla 6 se observa la comparacion del influente y efluente durante la etapa de
formacion de agregados microalga-bacteria.
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Tabla 6. Caracteristicas del influente y efluente

Parametro Influente (mg L) | Efluente (mg L)
SST 372.3+3 503+42.4
SSV 305+5 400 £ 56

DQOs 55.7+0.6 24 £ 4.2
N-NH4* 149+0.2 0.03+0.01
P-PO43 43.8+0.3 36.9+ 3.9

6.1.1.3. pH, temperatura y oxigeno disuelto

A continuacion, los datos obtenidos del sistema de los parametros de pH,
temperatura y oxigeno disuelto durante la fase 1 de este experimento. Las
mediciones se hicieron anicamente dos veces en el dia, la primera a las 9:00 a.m.
y la segunda a las 2:00 p.m. y posteriormente estas se promediaron, no se realizd
medicion en linea por lo cual se desconoce los valores que pudieron alcanzar estos
paradmetros durante la noche.

En esta fase como se observa en la figura 17, para ambos, el pH se mantuvo en un
rango de 7 a 10, no se modificé puesto que se podria generar desagregacion de la
biomasa como reportd Diaz-Zamorano (2020) y aunque el pH 6ptimo para el
crecimiento de las microalgas oscila entre 7 y 8 (Abalde Alonso et al., 1995), se ha
demostrado que bajo un valor mayor a 8 las microalgas tienen la suficiente
capacidad de desarrollarse y generar agregados (Arcila et al., 2021).

Los niveles altos de pH (pH mayor 9) sugieren una fijacion total del CO: a través de
la actividad fotosintética. Se ha demostrado que las condiciones de alcalinidad
promueven la actividad fotosintética de Chlorella (Ihnken et al., 2014), se atribuye
este comportamiento a la capacidad de Chlorella para regular los mecanismos de
concentracion de COz', esto lleva a adquirir CO2 y HCOs'". Por otra parte, la variacién
del pH se ha asociado con las fuentes de carbono utilizadas para la sintesis de
células de microalgas.

Kim et al. (2013) reportd que el aumento de pH se debe al predominio de
mecanismos autotrofos, mientras que un pH neutro se asocia a mecanismos
mixotréficos. Se sugiere que, en esta primera fase, se promovié el consumo de
carbono autotrofo y por ende se genero el aumento de pH. El aumento de pH tuvo
consigo efectos en el comportamiento del nitrégeno. A valores de pH superiores a
8, se genera pérdidas por volatilizacion de nitrdgeno en forma de amoniaco
(Akerstrom et al., 2014) y como se observa en la gréfica 16, el pH en esta primera
fase desde el dia 8 al 26 se mantuvo por encima de 8.

La temperatura en este tipo de sistemas influye en cuanto a la solubilidad de los
gases tales como Oz y CO2. Se observo que el promedio de temperatura fue de 16.5
+ 0.9 °C para ambos reactores en esta fase de formacion de agregados.
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Teniendo en cuenta que los cambios de la temperatura afectan la solubilidad del Oz,
en la figura 18 se observa que después del dia 16 de operacion, la temperatura
disminuyd y el oxigeno disuelto presente en el sistema aumenté como se observa
en la figura 19. De igual forma, en esta fase de formacion de agregados, el sistema
se encontraba en una fase exponencial con crecimiento de bacterias y microalgas
y a medida que estaban creciendo las microalgas, aumentaba la concentracion de
oxigeno disuelto en el medio.

La temperatura se mantuvo por debajo de 22°C, lo cual signific6 que estuvo dentro
del rango 6ptimo de crecimiento de las microalgas 17-26 °C. Se destaca que, al ser
un sistema a la intemperie, la temperatura del sistema dependia de la temperatura
ambiente. El oxigeno disuelto se mantuvo en un rango de 2.9 a 5.9 mg Oz LY,
cumpliendo con el requisito minimo de oxigeno para los microorganismos
heterétrofos aerébicos (O2 mayor a 1.5 mg Oz L1).

Se resalta que el oxigeno disuelto solo se midi6 en el dia por lo cual no es posible
saber si se sufrié de condiciones andxicas en la noche.
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Figura 17. Seguimiento de pH en fase 1
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Para este experimento y su operacion se obtuvieron las siguientes cargas organicas
resultantes de variar el tiempo de retencion hidraulica y, de la dilucion realizada
presentadas en la tabla 7 junto al tipo de influente para este experimento.

Tabla 7. Cargas organicas del experimento 1

TRH (d) Influente (rigng% ggrg_rs]lcégl)
Digestato 1:10 572.1
14 Digestato
centrifugado 1:10 81.2

En esta fase se emple6é un digestato doméstico, proveniente de un reactor
anaerobio productor de biogés, a partir de lodos de purga de una planta de
tratamiento de aguas residuales.

Este experimento constaba de tratar el digestato municipal diluido 1:10 con agua
residual sintética bajo un TRH de 14 dias, realizandose por 3 ciclos, obteniendo un
total de 42 dias de operacidon. La caracterizacion fisicoquimica del digestato se
realizé el 13 de septiembre del 2021 y del digestato diluido 1:10 el 06 de octubre del
2021. Se realizo esta dilucion debido a la alta concentracion de DQOs, N-NHs* y
sélidos presentes que podian oscurecer el sistema, impidiendo el paso de la luz
solar necesaria para el crecimiento de las microalgas.

En la tabla 8 se presenta la caracterizacion del mismo en cuanto a SST, SSV, DQOs,
N-NHs*, NT y P-PO4% y en la tabla 9 la caracterizaciéon en cuanto a la concentracion
de metales pesados.

Tabla 8. Caracteristicas fisicoquimicas de la fraccion liquida del digestato.

Digestato
Carimetro | Digestato | Digestato | Digestao | Digeale | centriugaco
sin diluir diluido 1:10 | centrifugado . .
1:10 ajuste de
nitrégeno
SST - 603.3+5.8 - 358.7 £ 3.2 100.3+0.6
SSV - 492 +2.6 - 325+5 90+1
ST(gSTLD | 3731+3.6 - 786.7 £11.1 - -
SV(gSTLY | 2031.3+4.2 - 655+ 5 - -
DQOs 31793.5+1.3 | 8010.7+10 | 25933.3+115 | 1136.7+5.8 306 +1
N-NH4* 1108.8+3.2 | 117.1+1.3 932.3+04 95+2.6 50.1+0.1
NT 2200+ 0.2 - - - -
P-PO43 985+1 51.2+0.8 258.3+2.9 25.67 £ 0.6 20+1
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Tabla 9. Concentracion de metales de la fraccion liquida del digestato.

Elemento MQelemento g-lmuestra
B 0.910
Ca 0.046
Cd 156.250
Co 18.018
Cr 24.876
Cu 7.657
K 0.204
Mg 0.157
Mn 6.211
Mo 28.490
Na 0.347
Ni 4.764
Pb 11.148
Zn 0.237

El digestato sin diluir tenia una concentracién de 31793.6 + 1.3 mg DQOs L? y
1108.8 + 3.2 mg N-NH4* L. EI TRH de 14 dias inici6 el 06 de octubre de 2021. Al
realizar la dilucién del digestato se obtuvo una concentracion de 8010.7 + 10 mg
DQOs Lty 117.1 + 1.3 mg N-NH4* L.

En el dia 40 se observé taponamiento de mangueras y una coloracion oscura del
sistema, lo cual se debi6 a la alta concentracion de sélidos (603.3 +5.8 mg SST L+
y 492 + 2.6 mg SSV L?) presentes en el digestato. Para el dia 41 iniciado el 20 de
octubre de 2021, el influente fue sobrenadante de digestato centrifugado a 3500
RPM, esto se realiz6 por 20 minutos con un factor de dilucién 1:10 obteniendo asi,
una concentracion de 1036.7 + 5.8 mg DQOs L' y 95 + 2.6 mg N-NH4* L%,
favoreciendo la penetracion de la luz solar al sistema y por ende la fotosintesis.

Al dia 68 de operacidn se observd que el sistema no estaba funcionando de forma
adecuada. La biomasa disminuyd, se desagrego y la velocidad de sedimentacién
bajo, por lo cual se procedid a recuperar el sistema. Se utilizd como influente el
sobrenadante del digestato centrifugado con un factor de dilucion 1:30,
disminuyendo la concentracién de DQOs a 300 mg L2, se ajusté el N-NH4*a 50 mg
L1 de tal forma que se lograra recuperar la biomasa. Se oper6 de esta forma hasta
el dia 95.

Hacia el dia 82 de operacion se observo amplia presencia de rotiferos los cuales se
alimentan de microalgas y se procedio a disminuir el pH a 2 durante 2 horas. Luego,
se aumento el pH a 7 promoviendo asi la eliminacién de dichos rotiferos, se dejo
sedimentar la biomasa por 30 minutos, se elimind el sobrenadante y se comprobo
por medio de observacion microscépica la eliminacion de los mismos.
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De acuerdo a lo anterior, se encontré que es necesario realizar un mayor control del
experimento desde el inicio de este. En primer lugar, se debe controlar la
concentracion de solidos presentes en el sistema que, ocasionan oscurecimiento
del mismo, esto disminuye la cantidad de luz disponible para las microalgas y por
ende la realizacion de la fotosintesis necesaria para su desarrollo. Lo anterior se
corrige realizando una centrifugacién del digestato, donde ademas de disminuir la
concentracion de soélidos presente y color, se disminuye la concentracion de materia
organica y nitrégeno.

Es necesario tener un mayor control de la microfauna presente, puesto que al no
controlar a tiempo los depredadores, el sistema puede verse invadido de los mismos
y acabar con las microalgas, objeto de estudio en este sistema.

6.1.2.1.1. Estabilidad de agregados microalga-bacteria

Hacia el dia 40 de operacion de los reactores se observoé crecimiento en la biomasa,
mayor agregacion de la misma y aumento la sedimentabilidad del sistema.

Se realiz6 observacion del cultivo en ambos reactores (Figura 20), encontrandose
la presencia de Chlorella y Scenedesmus. Estas microalgas son predominantes en
diferentes tipos de fuentes de aguas residuales y en la formacion de agregados
microalga-bacteria (Arcila y Buitron, 2017). Se han reportado como especies con
una excelente tasa de crecimiento y productividad en el tratamiento de digestato
anaerobio, encontrandose porcentajes de remocién de DQOs entre el 51 al 86%
(Chuka et al., 2020).

Figura 20. Observacion en microscopio el dia 14 del ciclo 1. Izquierda - reactor 1y
derecha - reactor 2. Scenedesmus (circulo amarillo) y Chlorella (circulo rojo).

No se observé la presencia de agregados en forma de granulos. Sin embargo, la
velocidad de sedimentacion presento variaciones. El dia 41 de operacion se alcanzé
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una velocidad de sedimentacion de 2 m h. Durante 7 dias no se monitore6 la
velocidad de sedimentacion del sistema por lo cual no se logré saber el momento
en el cual el sistema dejoé de funcionar. Se detectd en el dia 48 una disminucion del
82% de la velocidad de sedimentacién obteniendo un valor de 0.37 m ht. En este
periodo se empezo a utilizar como influente el digestato centrifugado 1:10. La caida
de la velocidad pudo haberse debido a la variacion en la relacién de C:N, ya que,
con el influente sin centrifugar la relacion era de 68:1. Esto pudo haber favorecido
la produccion de las sustancias poliméricas extracelulares o EPS, las cuales
aumentan la viscosidad del medio y permiten que las células se unan a otras
superficies o entre si, formando agregados con mejores propiedades de
sedimentacion. Con el digestato centrifugado la relacion disminuy6 a 11:1 lo que
disminuyo la produccion EPS, desagregando el sistema.

Se continudé monitoreando la sedimentabilidad del sistema durante la operacion de
los reactores. Bajo estas condiciones no se logro la mejoria de la misma. Para el
dia 68 se cambiaron las condiciones de operacion del sistema y se utiliz6 como
influente digestato centrifugado diluido 1:30 ajustando el N-NHs*a 50 mg L, Asi,
se consiguié el aumento de la velocidad de sedimentacién hasta 0.94 m h' como
se observa en la figura 21. La velocidad de sedimentacion de este experimento se
monitore6 hasta el dia 95 de operacion.

Se resalta que, el monitoreo constante de la velocidad de sedimentacién es
fundamental en este tipo de sistemas debido a que, si la biomasa no sedimenta, el
sistema no funciona y los sélidos del efluente corresponderian a los mismos del
influente, es decir, no habria remocion. Lo anterior se observo en el dia 48 de
operacion donde la remocion de SST paso del 84 al 64% y continud disminuyendo
hasta el dia 62, logrando solamente una remocién del 10%, fue entonces cuando
se procedi6 a recuperar el sistema. Esto se puede observar en la tabla 10.

Tabla 10. Comportamiento de SST en el influente y efluente

1 ” >
TRH (d) | Tiempo (d) S?nTﬂ(un;g]tt ) SSE-I;ISEEUL-:‘ ) Rerrg(yoot):lon
41 57.5+10.6 84
14 48 358.7 + 3.2 130+ 14.1 64
55 185 + 7 49
62 325+ 56.6 10
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Figura 21. Comportamiento de la velocidad de sedimentacién en la fase 1y 2.

Se observo que la biomasa en forma de SSV aument6 cuando se paso de la fase 1
a la 2 (figura 22). Esto se debid al ingreso de digestato al sistema ya que, le
proporcionaba una mayor concentracion de nitrégeno y fosforo que en la etapa de
formacion de agregados. El consumo de estos macronutrientes da como resultado
un aumento en la densidad de biomasa.

Se encontrd que, desde el dia 41 de operacion cuando se empezd a usar como
influente el digestato centrifugado, un aumento de la biomasa en un 38%,
alcanzandose una concentracion de 595 mg SSV L%, debido a una menor
concentracion de solidos suspendidos que ingresaban al sistema, lo cual favorecio
la penetraciéon de la luz y por ende una mayor realizacion de fotosintesis por parte
de las microalgas

Cabe mencionar que, aunque la biomasa aument6 como se menciond
anteriormente esta se desagregé para el dia 42 y se mantuvo suspendida,
comprobado al realizar la prueba de velocidad de sedimentacién. En la figura 23 se
observa la biomasa suspendida al cabo de 30 minutos, debido al cambio de influente
utilizando digestato centrifugado 1:10, con una menor relacion de C:N que
desfavorecio la produccion de EPS, las cuales promueven la agregacion del
sistema.
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Figura 22. Comportamiento de los solidos en los reactores con TRH de 14 dias

Figura 23. Sedimentacién a 61 dias de operacién. Izquierda reactor 1 y derecha
reactor 2.

En los dias 41 y 58 de operacion se cribaron los dos reactores y asi se eliminaron
los zancudos y larvas presentes, puesto que las algas representan una fuente
importante de alimento para las larvas del mosquito y proporcionan refugios contra
los depredadores acuaticos (Bond et al., 2005). Se observé proliferacion de
protozoos y rotiferos (figura 24) esto debido a que, como no fueron eliminados en la
primera fase, su proliferaciébn gener6 una mayor depredacién de microalgas y
contribuy6 a la desagregacion del sistema, aumentando los solidos suspendidos
totales y volatiles en los sedimentadores.
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Figura 24. Rotiferos el dia 48 de operacion. Izquierda - reactor 1 y derecha -
reactor 2.

Para el dia 69 de operacion se intentd recuperar la biomasa utilizando como
influente digestato diluido 1:30, esta vez con menor concentracion de materia
orgéanica en forma de DQOs con 306 mg L y ajustando el N-NHs* a 50 mg L.

Se observo nuevamente agregacion de la biomasa como se muestra en la figura
25. Se observo la presencia de 3 géneros de microalgas tales como Scenedesmus,
Chlorella y Tetradesmus, un género de diatomeas Navicula y microalgas
filamentosas como se puede ver en la figura 26. No se observé la formaciéon de
granulos, posiblemente por la alta concentracion de rotiferos presentes como se
observa en la figura 27. Se eliminaron los rotiferos realizando un choque de pH,
bajandolo hasta 2 y manteniéndolo asi durante 2 horas, luego de esto, se subid el
pH a 7 y se realizd observacion microscopica con el fin de comprobar la eliminacién
de los rotiferos como se muestra en la figura 28.
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Figura 25. Agregado en el dia 77 en el reactor 1. Scenedesmus (circulo azul),
Chlorella (circulo amarillo), Tetradesmus (circulo rojo), Navicula (circulo naranja).

Figura 26. Microalgas filamentosas (circulo rojo) en el dia 83 de operacion.
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Figura 27. Rotiferos en el dia 84 del cuarto ciclo con TRH de 14 dias.

100 pm

Figura 28. Observacion de nuevos agregados en microscopio en el dia 95 de
operacion sin presencia de rotiferos.



6.1.2.1.2. Comportamiento de pH, temperatura y oxigeno

Durante la fase 2, es decir del dia 28 al dia 95 de operacion registraron los
parametros de pH, temperatura y oxigeno disuelto de forma puntual entre las 9:00-
10 a.m. y entre las 2:00-3:00 p.m.

En la figura 29 se observan los niveles de pH. Los valores de pH variaron durante
toda la operacion en esta fase. Desde el dia 28 al dia 46 de operacién cuando se
tenia como influente el digestato diluido 1:10, el valor del pH en promedio fue de 7.1
+ 0.74 para ambos reactores, sin embargo, en algunos dias se alcanzaron valores
mayores a 8; estos valores se obtuvieron debido a la alta concentracion de N-NH4*
la cual erade 117.1 + 1.3 mg L"1. Las microalgas al asimilarlo, producen iones H* y
su alta absorcién disminuye el pH del medio.

Del dia 68 al 95 de operacion, el valor obtenido de pH en promedio obtenido fue de
8.6 £ 0.59 para el reactor 1y 8.4 + 0.53 para el reactor 2. Estos valores presentaron
un aumento en comparacion a los dias anteriores debida al cambio de influente, ya
que paso de utilizarse un digestato con factor de dilucién 1:10 y concentracion de
N-NHs* de 117.1 £ 1.3 mg L a un digestato con un factor de dilucién 1:30 y ajuste
de N-NH4* a 50 mg L. Asimismo, también se puede atribuir el aumento del pH a la
disminucién de la temperatura, puesto que como se observa en la figura 29 y en la
figura 30, hacia el dia 63 de operacion la temperatura tuvo tendencia a disminuir y
el pH a aumentar.
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Fase 2: operacidn con TRH de 14 dias

Figura 29. Registro de pH en experimento de TRH de 14 dias

En la Figura 30 se presentan los valores de temperatura en ambos reactores. Se
observé una temperatura maxima de 26 °C y una minima de 13 °C. Se obtuvo una
temperatura promedio de 18.8°C para el reactor 1 y de 18.7°C para el reactor 2
durante los 95 dias de operacion, temperaturas dentro del rango de crecimiento
Optimo para las microalgas.
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Figura 30. Registro de la temperatura en experimento de TRH de 14 dias

En la Figura 31 se observa la concentracion de oxigeno disuelto. El reactor 1
alcanz6 a obtener la concentracion de 10.3 mg Oz L y el reactor 2 la concentracion
de 9.8 mg O2 L1. La concentracién de oxigeno disuelto mas baja registrada para
ambos reactores fue de 5.5 mg O2 L%, lo cual signific6 que ambos reactores
cumplieron con el requisito minimo de oxigeno para los microorganismos
heterétrofos aerébicos (O2 mayor a 1.5 mg Oz L1). Se atribuye el aumento del
oxigeno disuelto a partir del dia 60 de operacion a la disminucién de la temperatura
también a partir del dia 60 de operacién, porque la solubilidad del oxigeno disuelto
aumenta a medida que disminuye la temperatura. Se desconoce si hubo condicién
anoxica en el sistema en vista de que los reactores se monitorearon Unicamente en
el dia.
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Figura 31. Registro de oxigeno disuelto en experimento de TRH de 14 dias
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6.1.2.1.3. Remocién de N-NHs*y DQOs

Se calcul6 el porcentaje de remocién de N-NH4* y DQOs en el efluente para el TRH
de 14 dias operado con los dos tipos de efluentes utilizados, digestato con un factor
de dilucion 1:10 y digestato centrifugado con un factor de dilucién 1:10. En la figura
33 se puede observar las concentraciones del N-NH4* en el influente durante la
operacion de TRH de 14 dias y las tasas de remocién que se obtuvieron.

Como se puede observar en la figura 32, para ambos influentes se obtuvieron
remociones superiores al 80%. Al trabajar con digestato 1:10 se obtuvo una
remocion del 85% y con el digestato centrifugado 1:10 una remocion del 91%. Lo
anterior indica que, al disminuir la concentracién de N-NH4* aumenta la remocién,
debido a la menor disponibilidad de este nutriente en el medio y una mayor
competitividad por parte de los microorganismos para obtenerlo. Se demostro, que
no se presento inhibicidn sobre el crecimiento de las microalgas al trabajar con estas
concentraciones de nitrégeno.

En cuanto a la DQOs, la mayor tasa de remocion se obtuvo con el influente digestato
1:10, con una remociéon de DQOs del 99% teniendo 8010 mg DQOs L? en el
influente. Posteriormente, al disminuir la concentracién de DQOs a 1037 mg DQOs
L-ten el influente digestato centrifugado 1:10, el porcentaje de remocién bajé al 73%
como se puede observar en la figura 33, aun asi, fueron tasas de remocion mejores
que las reportadas por Diaz-Zamorano; (2020) quien logré obtener remociones del
24 y 72% en digestato municipal con 500 y 138 mg DQOs L1 respectivamente en el
influente.
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Figura 32. Remocion de N-NH4* en fase 2
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Figura 33. Remocion de DQOs en fase 2

A continuacién, en la tabla 11 se presenta una revisién bibliografica sobre la
remocion de N-NHs* en sistemas microalga-bacteria operados en reactores tipo
raceway. En sistemas con concentraciones menores de 60 mg N-NH4" L1 se
obtienen las remociones mas altas, mientras que a concentraciones mayores a 100
mg N-NH4* L la tasa de remocién es mas amplia pero aun asi menor con valores
entre 25 a 69%. En este trabajo, con concentraciones de 117.1 + 1.3y 95 mg L se
lograron remociones del 85 y 91% respectivamente, demostrando asi que la alta
concentracion de N-NH4* no inhibid el proceso ni las remociones del mismo.

Tabla 11. Revision bibliografica de remociones de N-NH4* en sistemas microalga
bacteria en HRAP con digestato municipal

N-NH " influente N-NH "efluente | %Remocion
TRH (d) A SR N-NH Fuente
(mglL) (mglL ) 4
(Bankston et al.,
245 170 31 2020)
5 2000 1950 2.5 (Wang et al., 2019a)
800 595 26
5 1600 1280 20 (Ayre et al., 2017)
(Diaz-Zamorano.,
6 50 3 94 2020)
(Scarponi et al.,
8 50 2 96 2021)
10 112 28 75 (Gu et al., 2021)
14 117.1+1.3 17.5 85 Este trabaio
14 95 8.55 91 !

De los resultados anteriores se tiene que es factible trabajar con efluente de
digestato municipal con concentracién de hasta 117 mg N-NHs* L2, esto se infiere
puesto que, al trabajar con dicha concentracion, el sistema no presento inhibicion ni
inconveniente en cuanto a la remocion de este nutriente. Lo anterior fue contrario a
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lo reportado por Diaz-Zamorano (2020) en su trabajo, donde se realizé una diluciéon
hasta obtener una concentracion de N-NHs* de 50 mg L* debido a que a
concentraciones mayores de este valor su sistema se inhibié y se desagregd su
biomasa, disminuyendo asi los porcentajes de remocion de nutrientes. En razén de
lo antes expuesto, para dar continuidad a este trabajo y realizacidén del experimento
2, se continuo trabajando con digestato centrifugado con factor de dilucién 1:10.

6.1.3. Perfil de radiacién fotosintéticamente activa

La radiacion fotosintéticamente activa (RFA) es la cantidad de radiacion integrada
del rango de longitudes de onda que, puede producir actividad fotosintética en las
microalgas (Sun et al., 1998). Este rango comprende entre los 400 y 700 nm. La
unidad de medida para la RAF es umol m-? s, La proporciéon de RAF del total de
energia solar medida es del 40% para Norteamérica. El factor de conversion
utilizado para la luz natural es de 1 W m equivale a 4.5 umol m? s (Masojidek et
al., 2013).

Los datos de radiacion obtenidos durante la operacion del experimento se ajustaron
de acuerdo a las consideraciones mencionadas y se hizo un reajuste reduciendo el
resultado un 52% que, representa la radiacion que realmente llega al sistema bajo
las mallas de sombreo del experimento. Se tomaron los datos de radiacién de los
meses de operacidén de este experimento, se realizd el célculo del promedio de
radiacion fotosintéticamente activa de cada mes y se grafico.
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Figura 34. Valores de radiacion fotosintéticamente activa (RFA) por dia durante los
meses de operacion del experimento 1
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En la figura 34 se presentan los valores de radiacion fotosintéticamente activa por
dia durante el periodo de realizacidén del experimento. En el mes de septiembre se
realizo la fase 1 de formacion de agregados y se obtuvo una radiacion maxima de
829 + 156.9 umol m2 s1. En el mes de octubre se operé el sistema con el digestato
diluido 1:10 y se obtuvo una radiacion maxima de 744 + 174.5 umol m? s, En el
mes de noviembre se oper6 con digestato centrifugado y diluido 1:10 y se obtuvo
una radiacion méaxima de 785 * 136.9 umol m?2 sty finalmente en el mes de
diciembre donde el experimento entr6 en etapa de recuperacion de biomasa se
obtuvo una radiacién maxima de 736 + 111 pmol m? s,

Se ha reportado que la tolerancia de radiacion por parte de las microalgas
tipicamente ocurre en rangos de 200 a 400 pmol m2 st (Gordon & Polle, 2007), sin
embargo, no es un limite fundamental para su desarrollo. En algunos estudios como
el de Hu et al., (1998) reportaron que se puede alcanzar una tolerancia de radiacion
de hasta aproximadamente 2000 pmol m? s1, comprobandose en este experimento
donde en todos los meses de operacion de los reactores, las radiaciones reportadas
alcanzaron valores mayores a 400 pumol m? s y el sistema no present6 inhibicion.

6.2. EXPERIMENTO 2

6.2.1. Fase 1

6.2.1.1. Crecimiento del consorcio microalga-bacteria y formacién de
agregados

Para la formacion de agregados microalga-bacteria a la intemperie en este segundo
experimento, no se realizd inoculacion de los reactores con lodos activados y
efluente secundario, se utilizé la biomasa recuperada al finalizar el experimento 1 y
se oper0 por 27 dias utilizando medio sintético (Huang et al., 2015).

El dia 27 de operacion, se realiz6 caracterizacion fisicoquimica del sistema dentro
de los reactores para proceder a la fase 2 de operacién con el digestato centrifugado
diluido 1:10, como se muestra en la tabla 12.
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Tabla 12. Caracterizacion fisicoquimica del sistema al dia 27 de operacion fase 1

Parametro Concentracién
promedio (mg L)

SST 1095 + 49.5
SSV 720+ 42.4
DQOs 845+ 12

N-NHs* 0.03+£0.01

N-NO3" 0

N-NO2 0

P-PO43 2.65+0.21

Transcurridos los 27 dias de operacién, se realizé observaciébn en microscopio y
estereoscopio. Se observo la presencia de agregados y dos géneros de microalgas.

En la figura 35 se encuentra la observacion microscépica de ambos reactores. Se
muestra la presencia de géneros como Chlorella y Scenedesmus. En la figura 36 se
presenta la observacion en estereoscopio, observandose la presencia de agregados
tipo flécs en ambos reactores.

Figura 35. Seguimiento de consorcio microalga-bacteria en lote dia 27. Izquierda
reactor 1 y derecha reactor 2. Se indican en circulos los diferentes géneros
identificados: rojo — Scenedesmus, azul — Chlorella
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Figura 36. Observacion en estereoscopio de agregados tipo floculos al dia 27 de
operacion. lzquierda - reactor 1 y derecha - reactor 2. Se indican en circulos
naranja los agregados tipo floculos.

Se monitoreé la velocidad de sedimentacién durante esta fase como puede
observarse en la figura 37. Hacia el dia 10 de operacion, la velocidad de
sedimentacion iba en ascenso con 1.5 m ht. Del dia 11 al 21 de operacién no fue
posible asistir al laboratorio y monitorear los reactores por lo cual hubo una caida
de la velocidad hasta 1.1 m h™1. El dia 22 de operacién se continué con el monitoreo
y correcta operacién de los reactores y se observé aumento de la velocidad hasta
1.76 m h'l en el dia 27 de operacién. Por la velocidad alcanzada y por los tiempos
planteados en el experimento se consideré adecuado continuar con la fase 2 del
experimento.
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Figura 37. Monitoreo de la velocidad de sedimentacion en los 27 dias de
operacion en la fase 1 de formacién de agregados.
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6.2.1.2. pH, temperatura y oxigeno disuelto

A continuacion, los datos obtenidos del sistema de los parametros de pH,
temperatura y oxigeno disuelto durante la fase 1 de este experimento. Las
mediciones se hicieron Unicamente dos veces en el dia, la primera a las 9:00 a.m.
y la segunda a las 2:00 p.m. y se promediaron. No se realizé medicion en linea, se
desconoce los valores que pudieron alcanzar estos parametros durante la noche.

En esta fase como se observa en la figura 38, para el reactor 1 el pH se mantuvo
en un rango entre 8.8 y 9.3 y para el reactor 2 en un rango entre 8.7y 9.7. El pH no
se modificé debido a que se podia presentar desagregacion de la biomasa y como
se mencion6 anteriormente, se ha demostrado que bajo un valor de pH mayor a 8
las microalgas tienen la suficiente capacidad de desarrollarse y generar agregados
(Arcila et al., 2021).

Se ha encontrado que un nivel de pH mayor a 9 sugiere fijacion total del CO2 a
través de la actividad fotosintética y se ha demostrado que las condiciones de
alcalinidad promueven la actividad fotosintética de Chlorella (lhnken et al., 2014).
Este comportamiento se atribuye a la capacidad de Chlorella para regular los
mecanismos de concentracion de COz, lo que lleva a adquirir CO2 y HCOs3". En esta
fase se promovié el consumo de carbono autétrofo y por ende se generd el aumento
de pH. Este aumento de pH tuvo consigo efectos en el comportamiento del
nitrégeno, a valores de pH superiores a 8, se genera pérdidas por volatilizacion de
nitrdgeno en forma de amoniaco (Akerstrom et al., 2014) y como se observa en la
gréfica 37, el pH durante todo el tiempo de operacion de esta fase se mantuvo por
encima de 8.

La temperatura en este tipo de sistemas influye en cuanto a la solubilidad de los
gases tales como Oz y COz2. Se observé que el promedio de temperatura fue de 16.1
+ 1 °C para el reactor 1 y 16 + 1 para el reactor 2 °C en esta fase de formacién de
agregados.

La temperatura se mantuvo por debajo de 22°C, lo cual significd que estuvo dentro
del rango 6ptimo de crecimiento de las microalgas 17-26 °C, cabe aclarar que, al
ser un sistema a la intemperie, la temperatura del sistema dependia de la
temperatura ambiente y el oxigeno disuelto se mantuvo en un rango de 8 a 10 mg
Oz L para el reactor 1y de 7.8 a 9.3 en el reactor 2, cumpliendo asi con el requisito
minimo de oxigeno para los microorganismos heterotrofos aerébicos (O2 mayor a
1.5mg O2 L1).

Teniendo en cuenta que los cambios de la temperatura afectan la solubilidad del Oz,
en la figura 39 se puede observar que, después del dia 21 de operacion la
temperatura disminuyd y por ende el oxigeno disuelto presente en el sistema
aumenté como se observa en la figura 40. Cabe resaltar que en esta fase el oxigeno
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disuelto solo se midi6 en el dia, por lo cual se desconoce si se sufrié de condiciones
anoxicas durante la noche.
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Figura 38. Monitoreo de pH en fase 1 de experimento 2.
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Figura 39. Monitoreo de temperatura en fase 1 de experimento 2.
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Figura 40. Monitoreo de oxigeno disuelto en fase 1 de experimento 2.

6.2.2. Fase 2

6.2.2.1. Tratamiento en modo continuo de la fraccion liquida de digestatos
empleando los agregados microalga-bacteria formados en la fase 1
con TRH de 14, 10 y 6 dias

La segunda fase de este experimento constd en tratar digestato municipal
centrifugado con un factor de dilucion 1:10, diluyendo con agua residual sintética
(Huang et al., 2015), bajo tres TRH de 14, 10 y 6 dias, con 3 ciclos cada uno, para
un total de 93 dias de operacion comprendidos del dia 28 al dia 120 del experimento.
Se utilizaron los agregados microalga-bacteria formados en la fase 1 de este
experimento. El digestato fue el mismo del experimento 1 y su caracterizacion al
centrifugarse y diluirse 1:10 se presenta en la tabla 13. Se obtuvieron las cargas
organicas presentadas en la tabla 14, resultantes de la variacién del tiempo de
retencion hidraulica con su respectivo influente para cada tiempo.
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Tabla 13. Caracterizacion de digestato a tratar en el experimento 2

Parametro | Digestato
(mg L) | centrifugado

1:10
SST 473+7.1
SSV 381+35

DQOs 959.3 + 0.8
N-NHs* | 117.6+1.3
N-NOz 8.9+0.1

N-NOz 71411
P-PO43 51.2+0.8

Tabla 14. Cargas organicas del experimento 2

TRH (d) Influente (ﬁgrgaQ ggrgglgé_il)
Digestato
14 centrifugado 1:10 68.4
Digestato
10 centrifugado 1:10 95.7
Digestato
° centrifugado 1:10 159.5

6.2.2.1.1. Estabilidad de agregados microalga-bacteria

Durante los tres tiempos de retencion hidraulica estudiados se realizé el monitoreo
de la velocidad de sedimentacion, con el fin de verificar el correcto funcionamiento
del sistema, asimismo, se monitorearon los agregados mediante observacion en
microscopio y estereoscopio y se midio el didmetro de particula para cada tiempo.

A continuacién, en la figura 41, se presenta el monitoreo de la velocidad de
sedimentacion del experimento 2. En la fase 1 de formacion de agregados se obtuvo
una velocidad de sedimentacién promedio de 1.46 + 0.22 m h1. El dia 28 empezé
el tratamiento en modo continuo del digestato y del dia 28 al 72 se estudio el TRH
de 14 dias, como se observa en la grafica la velocidad aumentd, obteniéndose un
valor de 1.78 + 0.07 m h'%, seguido a esto, del dia 73 al 101 se oper6 con el TRH de
10 dias y se observa aumento en la velocidad, hasta un valor de 2.37 + 0.03 m h!
y finalmente, se observa una caida de la velocidad hasta obtener un valor de 2.21
+ 0.2 m h correspondiente al TRH de 6 dias, operado del dia 102 al 120.

El comportamiento de la velocidad de sedimentacion se debio a la agregacion de
las particulas. Al generarse una mayor fuerza de agregacion, mayor sera el tamafo
de los agregados y, por ende, su peso sera mayor y a lo que tenderan a
sedimentarse, esto se puede comprobar a través de la medicion del diametro de
particula.
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En la tabla 15 se presenta el porcentaje de diametro de particula para cada fase del
experimento. Se puede observar para la fase de formacion de agregados, que el
mayor porcentaje de didmetro de particula fue para el diametro menor o igual a 0.1
cm y en esta fase se registré la menor velocidad de sedimentacion. Para la fase 2
con el TRH de 14 dias, el porcentaje de diametro de tamafio menor o igual a 1
disminuye y aumenta los didmetros mayores a 1, asimismo se registr6 aumento en
la velocidad de sedimentacion. Para el TRH de 10 dias, se registra nuevamente
disminucion en el porcentaje de diametro de particula menor a 0.1 cm y se observa
un mayor aumento de las particulas con diametro entre 0.2 y 0.3 cm, lo cual, se
reflejo en la velocidad de sedimentacion, registrandose un aumento de la misma.
Finalmente, para el TRH de 6 dias el diametro de particula disminuy6, siendo en su
mayoria particulas de tamafio entre 0.1 y 0.2 cm, reflejandose asi en la velocidad
de sedimentacién, puesto que esta pasé6 de 2.37 a2.21 m h'l.
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|
|
|
235 |
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Figura 41. Monitoreo de velocidad de sedimentacion durante el experimento 2.

Tabla 15. Porcentaje de didmetro de particula en experimento 2

% Diametro de particula
Fase €01cm |0.1-02cm |0.2-03cm | >0.3cm
Formacion agregados 67 24 6 3
TRH 14d 61 27 7 4
TRH 10d 24 32 38 6
TRH6d 20 40 36 5
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Figura 42. Porcentaje de didmetro de particula en experimento 2

Durante toda la fase 2 se estuvo monitoreando la estabilidad de los agregados por
medio de observacion en microscopio y estereoscopio. En la figura 42 se presentan
las diferentes observaciones realizadas para cada TRH en los dos reactores
operados.

Como se observa en la figura 43, la mayor agregacion se presenté en el TRH de 10
dias, con mayor presencia de diatomeas. Este crecimiento de diatomeas en la
estructura de agregados microalga-bacteria aumenta la densidad de los agregados,
mejorando hasta 6 veces la velocidad de sedimentacion (Arcila & Buitrén, 2016).
Ademas, se observo también la presencia de microalgas filamentosas (figura 44)
las cuales sirvieron de soporte para otras especies de microalgas y diatomeas. Se
observo que las estructuras con filamentos no se mantuvieron en el TRH de 6 dias.

En lafigura 45 se observa que en los tres TRH se presentaron agregados microalga-
bacteria de tipo floculos. Los agregados de mayor tamafio se presentaron cuando
se operd6 con el TRH de 10 dias, seguido por el TRH de 14 dias y finalmente el TRH
de 6 dias. Reducir el tiempo de retencion hidraulica y a su vez aumentar la carga
organica del sistema afectd la estabilidad de los agregados, desagregando la
biomasa y rediciendo el didametro de los agregados formados. No se observo
presencia de agregados de tipo granular.
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Figura 43. Observacion de agregados en microscopio. A. Reactor 1 en TRH de 14
dias. B. Reactor 2 en TRH de 14 dias. C. Reactor 1 en TRH de 10 dias. D.
Reactor 2 en TRH de 10 dias. E. Reactor 1 en TRH de 6 dias. F. Reactor 2 en
TRH de 6 dias.
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Figura 44. Observacion de microalgas filamentosas en TRH de 10 dias. Izquierda
— reactor 1 y derecha — reactor 2.

A . o(.’_:' ¢ . . B-.e" SOk B RN .I

Figura 45. Observacion de agregados en estereoscopio. A. Reactor 1 en TRH de
14 dias. B. Reactor 2 en TRH de 14 dias. C. Reactor 1 en TRH de 10 dias. D.
Reactor 2 en TRH de 10 dias. E. Reactor 1 en TRH de 6 dias. F. Reactor 2 en

TRH de 6 dias.
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El comportamiento de los agregados se encuentra ligado a la concentracion de
sustancias poliméricas extracelulares (EPS). Los EPS son los polimeros naturales
de alto peso molecular secretados por microorganismos a Su entorno que,
constituyen la integridad funcional y estructural de las biopeliculas, y se consideran
el componente fundamental que determina las caracteristicas fisicoquimicas de una
biopelicula (Staudt et al., 2004).

Los EPS se componen de los metabolitos secretados resultantes del crecimiento
microbiano, los materiales intracelulares liberados por la lisis celular y la materia
organica adsorbida del influente (C. Park et al., 2008). Estos EPS gobiernan la
formacion de fléculos, la sedimentabilidad y la calidad de los efluentes (C. Park &
Novak, 2009). Se ha reportado que, las microalgas también producen EPS que
pueden afectar la floculacion y los cambios en las condiciones ambientales se
reflejan en de la produccién de EPS por parte de las microalgas como de las
bacterias (Pereira et al., 2013)

Los EPS se componen de una amplia variedad de especies moleculares organicas
e inorganicas y las proteinas son el componente organico predominante de la matriz
extracelular, influyendo en las propiedades de superficie como en el volumen de los
floculos (C. Park et al., 2008).

Teniendo en cuenta lo anterior, en la figura 46 se presenta un comparativo de la
cantidad de EPS ligado por gramo de solidos suspendidos volatiles durante los tres
TRH estudiados. Se encontré que la mayor concentracion de EPS se presento
durante el TRH de 10 dias, seguido por el dia 14 dias y finalmente el de 6 dias.
Como se observa, en los tres TRH la concentracion de proteinas fue mayor a la de
carbohidratos, confiriendo asi la propiedad de agregacion, obteniendo valores de 37
+1.3mg g SSV!parael TRH de 10 dias, 30+ 4.8 mgg SSV1y 28 +3.8 mgg SSV-
L parael TRH de 6 dias y en ese mismo orden se presenté la agregacion del sistema.

Lo anterior también guarda relacién con la cantidad de biomasa generada en el
sistema en este caso en forma de solidos suspendidos volétiles (SSV). En la figura
47 se presenta el seguimiento de los sélidos en los reactores durante la operacion
del experimento. En el TRH de 14 dias donde la carga organica es de 68.4 mg DQO
m=3 d?, del dia 43 al 58 se observa una fase exponencial en la que, los
microorganismos se multiplican con rapidez, pasando de 750 a 860 mg SSV L%,
seguido se observa del dia 65 al 72 una fase estacionaria, alli la concentracién de
la biomasa no varia, manteniéndose en 800 mg SSV L y no se observa fase de
decaimiento. Al pasar al TRH de 10 dias donde la carga organica pasa a 95.7 mg
DQO m d?, se observa nuevamente una fase exponencial alcanzando una
concentracion de SSV de 1040 mg L, aparentemente, el sistema se estaba
aclimatando y por ende soportando cargas organicas cada vez mas altas, sin
embargo, al pasar al TRH de 6 dias y al aumentar la carga organica hasta 159.5 mg
DQO m= d1, se observa una fase de decaimiento, disminuyendo la biomasa hasta
una concentracion de 855 mg SSV L.

83



&

N W W
g o O

EPS ligados (mg g SSV-)
M
o

15
10
5
0
TRH 14 TRH 10 TRH 6
Relacion 1.0 1.2 1.1
P/S

m Proteinas m Carbohidratos

Figura 46. Comparacién de la cantidad de EPS ligado obtenido por gramo de
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Figura 47. Seguimiento de los SST y SSV en los reactores en los TRH de 14, 10 y
6 dias

En cuanto al comportamiento de los solidos en el efluente, como se observa en la
grafica 48, se presenté un aumento de los mismos al pasar del TRH de 10 al de 6
dias, producto de la desagregacion de la biomasa, pasando de tener 138.8 mg SST
Lt en el TRH de 10 dias a 216.7 mg SST L en el TRH de 6 dias. De igual forma,

84



los SSV aumentaron pasando de 115.6 mg SSV L en el TRH de 10 dias a 201.7
mg SSV L en el TRH de 6 dias.
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Figura 48. Seguimiento de los SST y SSV en el efluente en los TRH de 14, 10y 6
dias

6.2.2.1.2. pH, temperatura y oxigeno disuelto

A continuacion, los datos obtenidos del sistema de los parametros de pH,
temperatura y oxigeno disuelto durante la fase 2 de este experimento. Las
mediciones se hicieron Unicamente dos veces en el dia, la primera a las 9:00 a.m.
y la segunda a las 2:00 p.m. y posteriormente estas se promediaron, no se realizd
medicion en linea para pH y temperatura por lo cual, se desconoce los valores que
pudieron alcanzar estos pardmetros durante la noche. Se realizé Unicamente un
experimento de medicidén de oxigeno disuelto en linea por 24 horas para cada TRH
evaluado, con el fin de conocer si se generaron condiciones anéxicas en las noches.

Como se puede observar en la figura 49, en esta fase 2 el TRH de 14 dias no tuvo
mayor variacion en comparacion con la fase de formacion de agregados. La carga
organica de entrada y la concentracion de N-NHs4* no generaron aumento ni
disminucién del mismo, obteniéndose valores entre 7.9 y 9.6 para el reactor 1 y para
el reactor 2 se obtuvieron valores en un rango entre 8.1 y 9.8. el pH no se modifico
puesto que, se podia presentar desagregacion de la biomasa y como se menciono
anteriormente, se ha demostrado que bajo un valor mayor a 8 las microalgas tienen
la suficiente capacidad de desarrollarse y generar agregados (Arcila et al., 2021).
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Al pasar al pH de 10 dias, se observa una variacion en el pH donde este disminuye
hasta valores entre 7.1y 8.3 para el reactor 1y 7 y 8.4 para el reactor 2. Lo anterior
ocurrié debido a la disminucion del TRH, esto trajo consigo un mayor volumen de
influente con alta concentracién de materia organica y N-NH4*, ya se ha reportado
que la asimilacion del amonio esta estrechamente relacionada con el pH del medio
(Brewer & Goldman, 1976), cuando se utiliza amonio como fuente de nitrégeno, el
pH del medio puede disminuir rapidamente hasta niveles de 3, sin embargo en este
caso solo disminuyé 2 unidades. Aunque el descenso del pH puede generar
inhibicidn en el crecimiento de las microalgas, en este experimento se logro todo lo
contrario, la biomasa en forma de SSV presenté aumento como se reporto en el
item 6.2.2.1.1. y aunque el pH present6 disminucion, se encontraba aun en el rango
Optimo para las microalgas.

Contrario a lo que sucedi6 con el TRH de 10 dias, en el TRH de 6 dias, al aumentar
el volumen de influente, se presentd disminucion en el pH a niveles entre 6.7y 7.6
en ambos reactores. Asimismo, se presentd disminucién en la concentracion de la
biomasa debido a que un descenso de pH suele ser letal, en cambio las microalgas
suelen soportar mejor los incrementos del pH hasta un cierto limite (Richmond,
2014).

Ademas del aumento periédico del caudal influente con alta concentracién de N-
NH4* que, disminuyo paulatinamente el pH, otro factor que influyoé en el mismo fue
la temperatura, puesto que cuando hay un incremento en la temperatura como se
observa en la figura 50, el pH disminuye. La razén por la cual la temperatura afecto
el pH del sistema es que, las moléculas de agua tienden a descomponerse en sus
constituyentes, el hidrégeno y el oxigeno, al aumentar la temperatura. A medida que
aumento la temperatura, una mayor proporcion de moléculas de agua se rompieron,
lo que produjo més hidrégeno, que luego aumento el pH del sistema.

La temperatura no solo afect6 el pH del medio sino también la concentraciéon de
oxigeno disuelto. Como se puede observar en la figura 51 a medida que avanzo el
experimento y sus respectivos TRH a estudiar, la temperatura fue aumentando y el
oxigeno disuelto disminuyendo, esto debido a que la solubilidad del oxigeno
disminuye a medida que aumenta la temperatura.

En la figura 52 se presenta el monitoreo del oxigeno disuelto en tiempo real por 24
horas para los tres TRH evaluados. Se observa que en ninguno de los tres tiempos
hubo condiciones andxicas, pero si disminucién de la concentracion de oxigeno
disuelto segun cada tiempo evaluado. A medida que se disminuye el TRH,
disminuye también la concentracion de oxigeno disuelto presente en el medio,
debido al aumento de la temperatura a lo largo del experimento que como se
menciono anteriormente disminuye la solubilidad del oxigeno del medio.
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Figura 50. Monitoreo de temperatura en fase 2 del experimento 2

87



TRH 14 d
e TRH 10d - TRH &d

12

Fase 1 Fase 2

1D

oD (mg L)
=]

|
|
I
1
4 |
|
|
|
|
I

Elﬁ@lﬁﬂlﬁﬁﬂﬂlﬁﬁﬂﬂﬁﬁlﬁﬁﬂﬂlﬂsaa
ﬂﬁNﬂvameﬂDthmﬂ)mm"“”

115
120
125

—s—Regetor 1 —+—Reactor 2

Tiempo [dias)

Figura 51. Monitoreo de oxigeno disuelto en fase 2 del experimento 2
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Figura 52. Monitoreo de oxigeno disuelto en tiempo real por 24 horas en fase 2 del
experimento 2

6.2.2.1.3. Remocion de N-NHs*, P-PO4%* y DQOs

Se calcul6 el porcentaje de remociéon de N-NH4*, P-PO4% y DQOsen el efluente para
los TRH de 14, 10 y 6 dias, bajo el tratamiento del digestato centrifugado con un
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factor de dilucion 1:10. En la figura 53 se puede observar los porcentajes de
remocidn obtenidas para cada tiempo.
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Figura 53. Remocién de materia organica y nutrientes en fase 2 del experimento 2

Durante el tratamiento con el TRH de 14 dias se obtuvo una remocion de N-NH4*
de 100%, 67 + 13% de P-PO4*> y 86 + 2% de DQOs. Durante el tratamiento con el
TRH de 10 dias, la remocion del N-NH4* se mantuvo igual al 100%, la remocion del
P-PO4% disminuy6 al 51 + 12% y la de la DQOs a 83 + 8%. Finalmente, al operar
con el TRH de 6 dias y aumentar la carga organica en el sistema, no se afect6 la
remocion del N-NHs4* permaneciendo al 100%, sin embargo, si afect6
considerablemente las eficiencias de remocién de P-PO4* y DQOs las cuales
disminuyeron a 44 + 3% y 80 + 4% respectivamente. Partiendo de los resultados
obtenidos en cada TRH, se lograron las mejores eficiencias de remocién de materia
organica y nutrientes con el TRH de 14 dias.

En la tabla 16 se presenta una revision de las eficiencias de remocién de N-NH4",
P-PO4*> y DQOs en sistemas microalga bacteria en HRAP con digestato municipal.
Como se observa en los trabajos reportados, con una concentracion en un rango de
50 a 112 mg N-NH4* L1, se mantiene una eficiencia de remocién de hasta el 96%,
pero para esta investigacion, con una concentracion mayor, es decir de 117.6 + 1.3
mg N-NH4* L! se obtuvo una eficiencia de remocién de N-NHs* del 100%. Por su
parte en cuanto a la remocion de la DQOs como se observa en el trabajo reportado
por Gu et al (2021), trabajando con una concentracién de DQOs de 421 mg L%,
apenas se obtiene una eficiencia de remocion del 49%, contrario a este trabajo,
donde al operar con mas del doble de la concentracion reportada, es decir con 959.3
+ 0.8 mg L* de DQO:s se obtienen eficiencias de remocién entre 80 y 86%.
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Tabla 16. Revision bibliogréafica de eficiencias de remocion de N-NH4* P-PO4* y
DQO:s en sistemas microalga bacteria en HRAP con digestato municipal
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800 595 26 (Ayre et al.,
5 1600 1280 20 33 N.R N.R 69 N.R | N.R 2017)
(Diaz-
6 50 3 94 199 0 100 138 105 24 | Zamorano.,
2020)
(Scarponi
8 50 2 96 N.R N.R N.R 300 N.R | N.R etal,
2021)
(Guetal.,
10 112 28 75 4.7 2 57 421 257 39 2021)
14 | 117.6 0.03 100 51.2 16 67 | 959.3 | 136 86 Este
10 | 117.6 0.07 100 51.2 25 51 | 959.3 | 162 83 trabajo

6 117.6 0.1 100 51.2 17 44 959.3 | 191 80

6.2.2.1.4. Mecanismos de remocion del nitrégeno

Una de las principales problematicas en el tratamiento de digestato de tipo municipal
es la alta concentracion de nitrégeno en forma de NHa4*. La remocion de N- NH4*
implica mayores costos operativos en las plantas de tratamiento de agua residual
por la oxigenacion necesaria del sistema para realizar los respectivos procesos de
nitrificacién y desnitrificacion. Sin embargo, como se puede observar en la figura
54, al realizarse un balance de nitr6geno de este experimento, el nitrégeno total de
influente presenté una concentracién de 197.9 mg L* donde en su mayoria fue NH4*
con 117.6 + 1.3 mg L%, de lo cual al realizar el tratamiento mediante el sistema
microalga-bacteria se obtiene que en los tres TRH estudiados, este NH4* es
removido casi un 100% del digestato, pasando a ser volatilizado en forma de
amoniaco en su mayoria, convertido en nitritos y nitratos y/o permanecido en la
biomasa microalga-bacteria efluente.
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Figura 54. Mecanismos de remocion de nitrégeno en fase 2 del experimento 2

6.2.3. Perfil de radiacion fotosintéticamente activa

La radiacion fotosintéticamente activa (RFA) es la cantidad de radiacion integrada
del rango de longitudes de onda que puede producir actividad fotosintética en las
microalgas (Sun et al., 1998). Este rango comprende entre los 400 y 700 nm. La
unidad de medida para la RAF es pmol m= s1. La proporcién de RAF del total de
energia solar medida es del 40% para Norteamérica. El factor de conversion
utilizado para la luz natural es de 1 W m equivale a 4.5 umol m? s (Masojidek et
al., 2013).

Los datos de radiacion obtenidos durante la operacion del experimento se ajustaron
de acuerdo a las consideraciones mencionadas, se hizo un reajuste reduciendo el
resultado un 52% que representa la radiacion que realmente llega al sistema bajo
las mallas de sombreo del experimento. Se tomaron los datos de radiacion de los
meses de operacion de este experimento, se realizd el célculo del promedio de
radiacion fotosintéticamente activa de cada mes y se grafico.
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Figura 55. Valores de radiacion fotosintéticamente activa (RFA) durante los meses
de operacion del experimento 2

En la figura 55 se presentan los valores de radiacion fotosintéticamente activa por
dia durante el periodo de realizacidén del experimento 2. En el mes de enero y febrero
cuando se realizé la fase 1 de formacion de agregados, se obtuvo una radiacion
maxima de 818 + 122 umol m= st Para el mes de marzo se operé el sistema con
el digestato centrifugado y diluido 1:10 bajo el TRH de 14 dias y se obtuvo una
radiacion maxima de 948 + 91 pmol m? s1. Para el mes de abril se oper6 el sistema
bajo el TRH de 10 dias y se obtuvo una radiacion maxima de 978 + 51 uymol m? s
1, finalmente para el mes de mayo se operé bajo el TRH de 6 dias y se obtuvo una
radiacion maxima de 978 + 64 umol m? s,

Los resultados anteriores se encuentran estrechamente relacionados con la
actividad fotosintética de las microalgas. Como se pudo observar el mes que
presentd mas alta radiacion fue abril, justamente cuando se estaba llevando a cabo
la operacién bajo el TRH de 10 dias, en este tiempo se presentd la concentracion
mas alta de biomasa (figura 47). Asimismo, se encontrd que la temperatura estuvo
enteramente relacionada con la radiacion debido a que, a mayor radiacion, mayor
es la temperatura en el sistema y como se observé en la figura 49, en la operacién
del TRH de 10 dias se presentaron las temperaturas mas altas, lo que también trajo
consigo menor concentracién de oxigeno disuelto en el medio y reduccién de pH,
sin embargo aunque se presentaran dichas variaciones, el sistema nunca se inhibio,
debido a que se encontro en condiciones Optimas de operacion.

Se ha reportado que la tolerancia de radiacion por parte de las microalgas
tipicamente ocurre en rangos de 200 a 400 umol m= s (Gordon & Polle, 2007), sin
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embargo, no es un limite fundamental para su desarrollo, puesto que se algunos
estudios como el de Hu et al (1998) reportaron que, se puede las microalgas pueden
alcanzar una tolerancia de radiacién de hasta aproximadamente 2000 pmol m2 s,
comprobandose en este experimento donde en todos los meses de operacion de
los reactores las radiaciones reportadas alcanzaron valores mayores a 400 pmol m-
2 sly el sistema no presenté inhibicién.

6.2.4. Comparacion con la Norma Oficial Mexicana NOM-001-SEMARNAT-
2021

Al realizarse una comparacion de las caracteristicas del efluente generado en este
experimento con la Norma Oficial Mexicana NOM-001-SEMARNAT-2021 que,
establece los limites permisibles de contaminantes en las descargas de aguas
residuales en cuerpos receptores, propiedad de la nacion en valor instantaneo de
medicion (tabla 17), se obtiene que los efluentes de los TRH de 14 y 10 dias
cumplen segun la norma para ser dispuestos en el suelo a través de infiltracion y
otros riegos.

Tabla 17. Comparaciéon de efluente con Norma Oficial Mexicana NOM-001-
SEMARNAT-2021

NOM-001-
SEMARNAT-2021

Parametro (mg

N Limites permisibles
L) excepto

Efluente este trabajo

cuando Suelo
especifique : — .
Infiltracién y otros riegos
TRH14 | TRH10 | TRH6 V.1
Temperatura (°C) 20.2 23.1 23.7 35
SST 97 139 217 140
DQO 136 192 191 210
pH 8.8 7.5 7.2 6-9

V.l: Valor Instantaneo

Cabe resaltar que para la disposicion en suelo como infiltracion y otros riegos,
foésforo y nitrdgeno no aplican y por ende no se tuvieron en cuenta en la
comparacion.
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7. CONCLUSIONES

Se logré obtener un consorcio microalga-bacteria a partir de un in6culo de lodos
activados, proveniente de una planta de tratamiento de aguas residuales
municipales y de agua residual sintética. Este consorcio se obtuvo en forma de
agregados de tipo floculos. Esto fue posible al mantener el ambiente del sistema
con los nutrientes necesarios y con disponibilidad de radiacion solar para la
proliferacion de las microalgas presentes en los lodos activados.

Los géneros de microalgas que predominaron en fueron Scenedesmus, Chlorella,
Tetradesmus, Navicula y algunas microalgas filamentosas, informacion basada en
la observacion microscépica realizada.

Al operar el sistema utilizando digestato centrifugado y diluido 1:10 se observé que
el consorcio microalga-bacteria se mantuvo estable bajo los TRH de 14 y 10 dias,
por lo que la concentracion alimentada de digestato no inhibié el crecimiento de la
biomasa. El aumento de la carga organica para los TRH de 14 y 10 dias no generé
desagregacion del sistema ni disminuyé la sedimentabilidad, pero al aumentar la
carga orgénica al operar con TRH de 6 dias, la biomasa presento6 reduccion en su
concentracion, disgregacion de la misma y disminucién en la sedimentabilidad.

Los agregados microalga-bacteria de tipo fléculos de mayor tamafio se encontraron
bajo el TRH de 10 dias, esto producto de la presencia de microalgas filamentosas y
a la mas alta produccién de sustancias poliméricas extracelulares (EPS) con 37 +
1.3 mg proteinas g* SSV y 31 + 1 mg carbohidratos g* SSV los cuales gobernaron
la formacion de fléculos y la sedimentabilidad del sistema, de esta forma la
sedimentabilidad mas alta se logré también en este TRH con 2.37 + 0.03 m h2,

El TRH de 14 dias presentd las remociones mas altas de nutrientes y materia
orgéanica (100% N-NHas*, 67% P-PO4% 86% y DQOs), seguido por el TRH de 10 dias
(100% N-NH4*, 51% P-PO4* 83% y DQOs). EI TRH de 6 dias present6 las mas bajas
remociones de nutrientes y materia organica (100% N-NH4*, 44% P-PO4% 80% y
DQO:s), producto de la alta carga orgénica, inhibicion del sistema, reduccién de la
biomasa y disgregacion de la misma.

El N-NH4* presente en el influente (digestato centrifugado 1:10) fue removido casi
en su totalidad por el sistema microalga-bacteria, obteniéndose un efluente con
concentraciones de 0.03, 0.07 y 0.1 mg N-NH4* L* en los TRH de 14, 10 y 6 dias
respectivamente y los mecanismos de remocion de nitrégeno estuvieron
gobernados por la volatilizacion en forma de amoniaco y como nitrogeno en la
biomasa para los tres TRH.

A menor TRH, mayor es la carga organica en el influente y ocurre mayor
oscurecimiento del sistema, por ende, es menor la disponibilidad de luz para las
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microalgas y la realizacion de la fotosintesis disminuyendo asi el oxigeno disuelto
en el medio y a su vez la concentracion de nitrito y nitrato.

Una baja radiacion fotosintéticamente activa generé afectacion en la biomasa. La
alta radiacion no inhibi6 el sistema y por el contrario cuando se presenté disminucion
de la misma, la concentracion de biomasa disminuyé también. Asimismo, la
radiacion afecto la temperatura en el sistema de forma directamente proporcional.
Los meses que presentaron mayor radiacion, presentaron mayor temperatura en el
medio y esto a su vez generd disminucidn en la concentracion de oxigeno disuelto
y menor pH.

El pH se vio afectado por la alta concentracion de N-NHs*. Al reducir el TRH,
aumento la concentracion de N-NH4*, que, al ser consumido, genera a su vez la
disminucién del pH del medio.

El efluente de los TRH de 14 y 10 dias puede ser dispuesto en suelos por medio de
infiltracion y otros riegos segun la NOM-001-SEMARNAT-2021. De igual manera,
puede reintroducirse a la planta de tratamiento de agua residual y finalizar su
tratamiento debido a que ya no presenta N-NH4* el cual resulta ser uno de los
mayores problemas al tratar efluentes de este tipo.

El TRH de 10 dias con carga organica de 95.6 mg DQO m= d resulta ser el mas
adecuado para tratar el digestato municipal centrifugado con factor de dilucion 1:10,
debido a que presenta el mas alto crecimiento de biomasa, mayor agregacion y
tamafio de didmetro de particula de los agregados, mayor produccién de EPS utiles
para la agregacion, mayores propiedades de sedimentabilidad y altas remociones
de materia organica y nutrientes, esto logrado a partir de la mas alta radiacion
fotosintéticamente activa.
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