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RESUMEN

En este trabajo se evalu6 el desempefio de una biomasa microalgal comercial en el
tratamiento biolégico no convencional para la remocion de contaminantes en un agua
de origen subterraneo. Se hizo mediante pruebas de tratabilidad con muestras de
agua de pozo de una planta potabilizadora ubicada en la demarcacion territorial
Tlahuac, Ciudad de México. Se utiliz6 un consorcio comercial al que se le realizaron
pruebas empleando diferentes medios de cultivo para determinar el mas conveniente.
Con la biomasa generada en las condiciones del medio, se realizaron experimentos
con el agua de pozo. Debido a las caracteristicas del agua, predominé una especie
de microalga que, de acuerdo con un andlisis de identificacion de proteinas, fue
Chlorella vulgaris. Se realizaron experimentos por lote, con tres distintas
concentraciones de biomasa humeda (2.0, 3.0 y 5.0 g de biomasa/ L de agua de pozo)
en un equipo de prueba de jarras. Para la evaluacion del tratamiento se consideraron
cuatro parametros, dos de la NOM-127-SSA1-2021: Dureza y nitrdgeno amoniacal
(N — NH5) y dos de indole general, demanda quimica de oxigeno (DQO) y cloruros.
Para la dureza total se redujo de 752.98 mg/L a 494.22 mg/L y para el N — NH; de
21.68 a 4.10 mg/L con la cantidad de biomasa mas alta. Las variables de DQO y
cloruros no se redujeron para el Ultimo dia de tratamiento. En otro experimento,
realizado con la cantidad de ino6culo mas efectiva, se utilizaron cuatro lavados
consecutivos cada 48 horas y se obtuvieron los siguientes valores de reduccion: Para
los valores normados, durezay N — NHs, la reduccion fue de 447.44 a 416.25 mg/L y
21.86 a 0 mg/L, respectivamente. En el caso de la DQO vy los cloruros los valores
aumentaron de 220.66 a 259.55 mg/L y 671.75 a 768.18 mg/L, respectivamente. En
los tratamientos no se lograron valores de reduccion del carbono orgéanico total (COT).
Adicionalmente, los valores de dureza y nitrgeno amoniacal cumplieron con lo
especificado en la NOM-127-SSA1-2021. En cambio, los valores de DQO, cloruros y
COT no se encontraban normados pero los valores después del tratamiento son altos,
por lo que en trabajos futuros se tendran que proponer métodos adicionales para
eliminar estos contaminantes. Como beneficio de este tratamiento, la biomasa

generada podria comercializarse como producto de valor agregado.

Palabras clave: Tratamiento biolégico, Chlorella vulgaris, pruebas de tratabilidad de

agua de pozo






CAPITULO |
INTRODUCCION

1.1. PROBLEMATICA

El agua extraida de un pozo de una planta potabilizadora cooperante ubicada en la
demarcacion territorial Tlahuac muestra una problemética en su calidad. El agua
contiene concentraciones elevadas de carbonato de calcio (CaC0;) compuesto
conocido como dureza, sodio (Na*), cloruros (Cl7), turbiedad en UNT (unidades
nefelométricas de turbidez), color como U Pt-Co (Unidades de platino cobalto) y una

alta concentracion de materia organica (IMTA, 2019).

Se sabe que la calidad del agua de origen subterraneo depende de diversos factores.
Uno de ellos es la presencia de compuestos indeseables, conocidos como
contaminantes. Estos pueden clasificarse ampliamente en dos tipos, los compuestos
organicos Yy los inorgénicos, incluyendo aceites, grasas, metales pesados,
radioisotopos, productos quimicos, sélidos generalmente en forma de sales, gases

disueltos, entre ellos el oxigeno, microorganismos, entre otros (Igunnu y Chen, 2014).

Asi mismo y como lo expresan Pacheco et al., en el 2020, la complejidad de la
composicién de los influentes (corriente liquida o gaseosa que ingresa a un sistema
se conoce como influente y la que sale como efluente, si hubiera una corriente
secundaria que se une a cualquiera de las dos corrientes anteriores se le conoce
como afluente) se ha incrementado por la intensificacién de las actividades humanas.
Los contaminantes de los influentes son resultado de las actividades domeésticas, de
la agricultura, de las industrias y también de su composicion fisica y quimica de
acuerdo con su origen. Originalmente, los tratamientos de potabilizacion
acostumbraban a ser procesos fisicoquimicos, pero dichos procesos han demostrado
ser ineficientes para el tratamiento de influentes de composicién compleja. Una opcién
es la combinacion de tratamientos fisicoquimicos con biolégicos, teniendo como

objetivo el desarrollo de procesos de tratamiento sustentables (Pacheco et al., 2020).



Retomando la composicién del agua de un pozo de la PTAP cooperante, uno de los
contaminantes de mayor importancia es la dureza. El término se describe de manera
concisa como aquella agua que no hace espuma y que este fendmeno se debe a las
reacciones del calcio y del magnesio con el jabdn. Esta problematica genera sarro en
las tuberias, deja depdsitos blancos, duros y escamosos en las cafeteras y

calentadores de agua por poner dos ejemplos (Davis, 2010).

1.2. JUSTIFICACION

Los tratamientos biolégicos son procedimientos sustentables en los que se utilizan
consorcios microbianos. Especificamente, para la investigacion abordada en esta
tesis, el uso de consorcios micro-algales seria un tratamiento microbiolégico
sustentable. Los tratamientos de este tipo utilizan a los microorganismos debido a que
poseen la mayor diversidad genética y metabdlica entre todos los seres vivos.
Ademas, aunado a su pequefio tamafio, su rapido crecimiento y su habilidad para
intercambiar genes, les permite vivir practicamente en cualquier nicho ecologico y

adaptarse rdpidamente a condiciones ambientales cambiantes (Madigan et al., 2015).

Los microorganismos se clasifican de acuerdo con las distintas caracteristicas
ambientales que requieran para su proliferacion. Por ejemplo, aquellos que son
capaces de sobrevivir a condiciones de alcalinidad elevada son los microorganismos
conocidos como alcaléfilos y aquellos que son capaces de consumir carbono
inorganico son denominados microorganismos autoétrofos, etc. (Madigan et al., 2015).
Por tanto, para favorecer su crecimiento es esencial proveerlos de los requerimientos
ambientales necesarios y asi obtener una alta produccién de biomasa, logrando tasas
de reproduccion éptimas (Zhu et al., 2013).

En este proyecto de investigacion, muestras del agua del pozo de la planta
potabilizadora cooperante fueron sometidas a un tratamiento biolodgico. Se evalud la
efectividad de un consorcio micro-algal sometido a condiciones especificas de
operacion. Se reporta que dichos consorcios micro-algales tienen la capacidad de
remover nutrientes, metales, productos farmacéuticos, minerales radioactivos u
organismos patogenos del medio, por lo que su uso para el tratamiento de aguas

residuales (ficorremediacion, nombre dado a esta tecnologia) esta destacado en la
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literatura (Pacheco et al., 2020). No obstante, el mecanismo basico detras de este
proceso es inherente al metabolismo de las algas a utilizar y, por lo tanto, la remocion
de contaminantes sera variable de acuerdo con la especie que se use y las
caracteristicas del influente (Pacheco et al., 2020).

Pacheco et al., en el afio de 2020, reportaron algunos de los microorganismos
pertenecientes a consorcios utilizados para la ficorremediacion, los cuales son:
Chlorella vulgaris (Chlorophyta), T. obliquus (Chlorophyta) y Limnospira maxima

(comunmente conocida como Arthrospira maxima o Spirulina maxima), entre otros.

1.3. OBJETIVOS

1.3.1. Objetivo general

Evaluar el desempefio de una biomasa comercial en el tratamiento de agua de origen
subterraneo mediante pruebas de tratabilidad para la eliminacion de contaminantes

especificos del agua de un pozo

1.3.2. Objetivos especificos

Valorar la adaptabilidad de un inéculo mixto mediante pruebas de proliferacion para
el tratamiento de agua de origen subterrdneo con alto contenido de dureza,

alcalinidad, materia organica y nitrégeno

Realizar las pruebas de tratabilidad del agua de origen subterraneo utilizando
diferentes concentraciones de los microorganismos viables evaluando la reduccion

de contaminantes especificos

Identificar el microorganismo funcional mediante una técnica de purificacion de

proteinas para futuras investigaciones del aprovechamiento del microorganismo

A continuacion, en el siguiente capitulo se presentan los antecedentes de esta

investigacion que apoyan la estrategia metodoldgica seguida.
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CAPITULO I
ANTECEDENTES

2.1. CALIDAD DEL SUMINISTRO DE AGUA POTABLE Y NORMATIVIDAD

La disponibilidad de un suministro confiable y limpio de agua es uno de los aspectos
mas importantes de la salud de los seres vivos (Parsons y Jefferson, 2006), por lo que
se han establecido estandares de calidad del agua. Estos estandares han sido
desarrollados para servir como pautas de seleccion de diferentes fuentes de
suministros de agua dependiendo del uso que se les dara y para la proteccion de los

cuerpos de agua de la contaminacion (Boyd, 2020).

Por ejemplo, el agua designada para consumo humano no debe contener una
concentracion excesiva de minerales, debe estar libre de toxinas y no debe contener
organismos patégenos, por mencionar algunos. Otro uso es el agua destinada para
la ganaderia, ya que es necesario gue tenga la misma calidad que el agua potable
para los humanos para no ocasionar la infeccion de los animales o incluso la muerte.
También se encuentra el agua destinada para uso industrial donde se debe adecuar
su calidad para los propoésitos para los cuales serd utilizada. Inclusive, el agua de
alimentacion de una caldera no debe contener sélidos suspendidos ni disueltos en

exceso 0 una elevada concentracion de dureza carbonatada (Boyd, 2020).

Davis (2010) menciona las caracteristicas del agua potable y las clasifica en cuatro

categorias como se menciona a continuacion:

1. Fisica. Las caracteristicas fisicas que destacan en la calidad del agua para uso
doméstico incluyen olor, turbidez, temperatura y, en casos particulares, el
sabor. Naturalmente, el agua contiene particulas suspendidas que aumentan
la turbidez, imparten color aparente denominado asi por la presencia de
materia organica y materia humica o humus causantes de la coloracion
amarillo/marrén (Baird et al., 2017) y que generan interferencia con la

penetracion de la luz. Estas particulas se originan por la erosién, desechos
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vegetales presentes en las cuencas hidrologicas y la proliferaciéon de

microorganismos en cuerpos de agua (Boyd, 2020).

2. Quimica. Las caracteristicas quimicas del agua son evidenciadas por sus
reacciones observables. Tal es el caso de la comparacion del desempefio de
las aguas duras y blandas en el lavado de enseres domésticos e industriales.
La dureza del agua era entendida como la medicién de la capacidad del agua
de precipitar jabon, ya que el jabon se precipita principalmente por la presencia

de iones calcio y magnesio (Baird et al., 2017).

3. Microbiologica. Los agentes microbiolégicos son muy importantes en relacion
con la salud publica y también pueden modificar significativamente las
caracteristicas fisicas y quimicas del agua. Si bien el mayor impacto a la salud
publica de beber agua insalubre es la diarrea, los principales brotes de
enfermedad estan relacionados con la calidad microbiologica del consumo de
agua. Estos brotes también incluyen infecciones y enfermedades por parasitos,
como: Colera, fiebre tifoidea, disenteria, hepatitis, giardiasis, gusano de Guinea

y esquistosomiasis (Parsons y Jefferson, 2006).

4. Radioldgica. Los factores radiologicos deben considerarse en areas donde
exista la posibilidad de que el agua esté en contacto con substancias
radioactivas. La radioactividad del agua en estos casos genera inquietud en la
salud publica (Davis, 2010).

Debido a que el acceso de agua potable segura es esencial para la salud y un derecho
humano basico se crearon normas para describir la calidad del agua. Para el caso de
México, estas normas nacionales son emitidas por la Secretaria de Salud. Dichas
normas mencionan las caracteristicas del agua para uso y consumo humano como la
NOM-127-SSA1-2021 (DOF, 2022), las condiciones para demostrar su cumplimiento
como las NOM-230-SSA1-2002 y NOM-179-SSA1-2020 (DOF, 2005, 2020). También
contemplan los requisitos que deben cumplir los sistemas de abastecimiento para
consumo humano publicos y privados como la NOM-230-SSA1-2002 (CONAGUA,
2019; DOF, 2005).



Las normas correspondientes al suministro de agua potable definen las funciones y
las caracteristicas que debe cumplir el suministro de agua, ademas de que
constituyen la base para que la autoridad competente determine si se esta prestando

0 no el servicio debido. En este aspecto, el marco normativo competente se muestra

enla Tabla 1.

Tabla 1. Marco normativo de observancia obligatoria en el territorio nacional para el suministro de

agua potable de establecimientos publicos y privados (elaboracion propia)

Marco normativo Principio o Descripcion
especificaciones
Articulo 115 Principio Quinto titulo. Menciona las atribuciones y
constitucional responsabilidades de los estados de la federacién. Los
municipios, junto con sus ayuntamientos, deben
coordinarse para prestar servicios publicos
Especificaciones Parrafo Ill, inciso a. Se establece que los municipios
tendran a su cargo el otorgamiento de los servicios
publicos de agua potable, drenaje, alcantarillado,
tratamiento y disposicion de agua residuales
NOM-230-SSA1- Principio Agua para uso y consumo humano. Requisitos sanitarios
2002, Salud que se deben cumplir en los sistemas de abastecimiento
ambiental. Requisitos publicos y privados durante el manejo del agua
sanitarios. Especificaciones Establece los requisitos sanitarios que deben cumplir los
Procedimientos sistemas de abastecimiento durante el manejo, ademas
sanitarios para el de su preservacion de la calidad y los procedimientos
muestreo sanitarios para su muestreo. También la preservacion y
transporte de las muestras
NOM-127-SSA1- Principio Establece un eficaz control sanitario del agua que se
2021, Agua para uso somete a tratamientos de potabilizacion a efecto de
y consumo humano. hacerla apta para uso y consumo humano
Limites permisibles de | Especificaciones | Establece y mantiene actualizados los limites permisibles
la calidad del agua en cuanto a sus caracteristicas fisicas, quimicas,
microbioldgicas y radiactivas con el fin de asegurar y
preservar la calidad del agua que se entrega al
consumidor por los sistemas de abastecimiento de agua
publicos y privados
NOM179-SSA1-2020, Principio Control sanitario del agua que se abastece para uso y
Agua para uso 'y consumo humano. Se basa en un enfoque de riesgos,
consumo humano. priorizando un esquema de caracterizacion y vigilancia
Control de la calidad de pardmetros de control a partir de la identificacion




Marco normativo Principio o Descripcion
especificaciones

distribucién

del agua distribuida inicial de las caracteristicas fisicoquimicas y

por los sistemas de bacteriologicas del agua

abastecimiento de Especificaciones Establece los requisitos y especificaciones que deben
agua observarse en las actividades de control de la calidad del

agua, ademas de realizar y definir la frecuencia de
monitoreo en la toma domiciliaria o en la red de

2.1.1. Especificaciones de la NOM-230-SSA1-2002 (DOF, 2005)

De esta norma se tomaron en cuenta los criterios de manejo,

preservacion y

transporte de las muestras de acuerdo con las pruebas a realizar en esta

investigacion. Las indicaciones se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Preservacion de muestras analizadas en la tesis conforme con la NOM-230-SSA1-2002

(DOF, 2005)
Determinacion Material de Volumen Preservacion T. maximo de
envase minimo (mL) almacenamiento
Cloruros Plastico, vidrio 200 Refrigerar de 4 a 10°C y 48 horas
en la oscuridad
Dureza total Plastico, vidrio 100 Adicionar HNOsz o 14 dias
H2S04 a pH<2
Nitr6geno Plastico, vidrio 500 Adicionar H2SO4 a pH<2 7 dias
amoniacal y refrigerar de 4 a 10°C
pH Plastico, vidrio 50 Analizar
inmediatamente

2.1.2. Especificaciones de la NOM-127-SSA1-2021 (DOF, 2022)

Esta norma se define basicamente en dos cosas:

a) Los limites permisibles para el agua potable en cuanto a sus caracteristicas

microbiolbgicas, fisicas, organolépticas, quimicas y radiactivas

b) Métodos de prueba



En este apartado se acot6 la importancia de la norma en el inciso (a). El agua para
uso y consumo humano de los sistemas de abastecimiento debe cumplir con las

siguientes especificaciones descritas en las Tablas 3 y 4.

Tabla 3. Especificaciones sanitarias fisicas de acuerdo con la NOM-127-SSA1-2021 (DOF, 2022)

Parametros Limite permisible Unidades
pH 6.5a8.5 Unidades de pH
Turbiedad 3.0 UNT
Color verdadero 15 ucC

Tabla 4. Algunas especificaciones sanitarias quimicas de las pruebas realizadas en la metodologia
de acuerdo con la NOM-127-SSA1-2021 (DOF, 2022)

Parametros Limite permisible Unidades
Dureza total como CaC04 500 mg/L
Nitrégeno amoniacal (N — NH,) 0.50 mg/L
Solidos disueltos totales 1000 mg/L

Asi mismo, la norma establece otro tipo de especificaciones sanitarias. Metales y
metaloides, arsénico y cadmio, fitotoxinas, radioactividad, compuestos residuales de

la desinfeccién y compuestos organicos sintéticos.

2.2. FUENTES DE ABASTECIMIENTO

Hacen referencia a los cuerpos de agua (rios, arroyos, lagos, embalses y agua
subterranea) que proveen agua a los suministros de agua potable y pozos privados
(CDCP, 2022). Las fuentes de agua se muestran en la Imagen 1 que las clasifica en

tres.

Las aguas subterraneas y superficiales se conocen como fuentes convencionales y
son preferidas sobre las no convencionales (agua de mar y aguas residuales). Sin
embargo, la falta de tratamiento de las aguas residuales ha hecho que las primeras
se mezclen con las aguas negras a través del ciclo hidrolégico y asi las fuentes
convencionales dia a dia experimentan un mayor grado de contaminacion. Esto ultimo
fue extraido del Manual de Agua Potable, Alcantarillado y Saneamiento, libro 24
(CONAGUA, 2019).
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Imagen 1. Esquema de las fuentes de agua y sus principales caracteristicas. Extraido de cdc.gov,

public water systems-water sources (CDCP, 2022)

En la Tabla 5 se aprecian las diferencias principales entre el agua superficial y

aquellas de origen subterraneo.

Tabla 5. Principales diferencias entre las aguas de origen superficial y subterrdneo (Degrémont,

2007)

Caracteristicas
examinadas

Aguas superficiales

Aguas subterraneas

Temperatura Variable segun la época | Relativamente constante
del afio
Turbiedad Variable, elevada Baja o nula

Mineralizacion

Variable de acuerdo con el
suelo

Sensiblemente constante

Fe?*y Mg?* en estado
disuelto

Generalmente  ausente,
excepto en aguas eutrofi-
zadas

Generalmente presentes

Di6xido de carbono

Generalmente ausente

Normalmente presente en
gran cantidad

Oxigeno disuelto

Normalmente proximo a
saturacion

Ausencia total, en la ma-
yoria de los casos

Amonio

Presente en aguas conta-
minadas

Presencia frecuente, sin
ser indice de contamina-
cion

Acido sulfhidrico

Ausente

Normalmente presente

Silice

Contenido moderado

Contenido normalmente

elevado




Caracteristicas
examinadas

Aguas superficiales

Aguas subterraneas

Nitratos

Poco abundantes en ge-
neral

Contenido a veces ele-
vado

Microorganismos

Bacterias (algunas pato-
genas), virus, plancton

Bajo contenido micro-
biano por escasez de nu-

trientes

2.2.1. Agua de origen subterraneo

El agua de origen subterraneo se forma a partir del agua que precipité y percolé al
suelo por accion de la gravedad hasta alcanzar un estrato impermeable (CONAGUA,
2019). Es decir, fluye a través de la zona no saturada y alcanza el nivel freatico, el
cual consiste en una superficie imaginaria debajo del terreno que separa la zona
insaturada de la saturada y esta Ultima &rea es donde se encuentra el agua
subterranea (IGRAC, 2001). Esta contenida en un espacio que se llama “acuifero”.
Los acuiferos pueden estar constituidos de diferentes materiales, por ejemplo, arena
suelta, rocas permeables sedimentadas como piedras de arena o piedras de lodo,
lava volcénica fracturada, rocas cristalizadas, etcétera haciendo que el agua sea
naturalmente filtrada (IGRAC, 2001).

Cuando el agua subterranea llega a un acuifero, no se queda quieta debido a la
gravedad normalmente sigue fluyendo, aunque la rapidez con la que fluye depende
de las caracteristicas altitudinales del acuifero. El agua subterrdnea se movera hasta
gue se descargue en otro acuifero u otro cuerpo de agua o hasta que se extraiga a
través de un pozo (CONAGUA, 2019).

Por lo general, los acuiferos, por estar cubiertos, presentan una buena calidad de
agua, libre de sélidos suspendidos con excepcion de las areas donde la infiltracién de
agua contaminada ocurre muy rapidamente o en un corto trayecto. También su
calidad depende de la capacidad del agua para disolver compuestos del suelo
mientras fluye al infiltrarse o durante su almacenamiento (que puede ser hasta de
cientos o miles de afios). Por ello, el agua de origen subterrdneo contiene un mayor
namero de iones disueltos, entre los que se encuentran cationes (calcio, magnesio,
sodio, potasio, hierro, manganeso, arsénico, metales pesados, entre otros) y aniones
bicarbonatos, sulfatos, cloruros, cianuros, Estos

(carbonatos, entre otros).
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componentes se reflejan en problemas para el abastecimiento, como los que ocurren
por aguas duras, conductividad eléctrica elevada y alteraciones estéticas ocasionadas
por el hierro (Fe) y el manganeso (Mn) (CONAGUA, 2019).

2.2.2. Pozo de la Planta Potabilizadora en Tlahuac

Parte del abastecimiento de la planta potabilizadora de Tldhuac se obtiene del agua
extraida de un pozo, el cual esta localizado en el interior del terreno de la misma
planta (Imagen 2). Un estudio realizado en el afio 2019 por una dependencia
gubernamental (IMTA) obtuvo el siguiente diagndstico del agua de ese pozo, el cual
mostré problemas de nitrogeno amoniacal (22.3 mg/L), solidos disueltos totales (3300
mg/L), sodio (875 mg/L), cloruros (594 mg/L), turbiedad (> 10 UNT) y color verdadero
(>70 U Pt-Co). Este ultimo parametro resalta y se asocia en este caso a la alta
concentracion de materia organica (carbono organico total, 42.56 mg COT/L) que,
aunque no esta regulada por la NOM 127 (DOF, 2021), presenta valores muy altos

para una fuente de abastecimiento de agua potable.

Imagen 2. Pozo de la planta potabilizadora en la demarcacion territorial Tlahuac, CDMX (elaboracién

personal)

Anteriormente se menciono que la contaminacion de los cuerpos de agua puede ser
debida a ciertos factores. Estos ponen en serios problemas a las plantas de
tratamiento de agua potable (PTAP) ya que estas usan tratamientos convencionales

como cribado, coagulacion/floculacion, filtracion y cloracion/fluoracion. Estos
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procesos de tratamiento no tienen la capacidad para tratar eficazmente
contaminantes complejos, por lo que resulta viable la implementacion de tratamientos

bioldgicos efectivos.

2.3. LOS MICROORGANISMOS USADOS COMO TRATAMIENTO DE
POTABILIZACION

En la literatura se mencionan las nuevas tecnologias para la tratabilidad del agua, en
las que se utilizan los microorganismos, comunmente llamada biorremediacion
(Abatenh et al., 2017). Los microorganismos son un grupo grande y diverso y son
utilizados debido a que pueden llevar a cabo procesos metabdlicos de reproduccion,
generacion de energia, entre otros, de manera mas rapida que los organismos de
otros reinos. Tipicamente, la biorremediacion esta basada en la accion de co-
metabolismo de una sola cepa o de un consorcio de microorganismos (Nicolaou et
al., 2010), pudiendo ser usados en sus formas naturales. Estos consorcios pueden
incluir a las bacterias, las arqueas, las algas, los hongos, los protozoarios e incluso
los virus (Demain y Adrio, 2008; Madigan et al., 2015).

La biorremediacion, puede ser definida como la habilidad de algunas biomoléculas o
tipos de biomasa para quelar y/o concentrar ciertos iones u otras moléculas donde
estos pueden reaccionar con ligandos biogénicos y precipitar. Dicha técnica muestra
gran potencial para un desarrollo futuro debido a su compatibilidad ambiental y su
posible rentabilidad (Coelho et al., 2015).

Los microorganismos también pueden descomponer o transformar sustancias
peligrosas en metabolitos menos téxicos o degradarlos en productos no toéxicos y
pueden sobrevivir en ambientes contaminados porque son metabdlicamente capaces
de consumir los contaminantes como posibles fuentes de energia (Coelho et al., 2015)
y generar biomasa con fines comerciales (Hernandez y Labbé, 2014). Aunque, en
ciertos procesos los contaminantes generan poco o ningun beneficio a la célula 'y no
se encuentra ningan valor agregado a su composicion (Kumar et al., 2011;
Wasilkowski et al., 2012).
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Algunas tecnologias emergentes de tratamientos biolégicos apuntan al desarrollo de
cultivos de microalgas. El disefio de estos sistemas para la produccion de microalgas
o de cualquier otro consorcio de microorganismos debe tomar en cuenta diversos
factores importantes como la biologia del microorganismo, el &rea de cultivo, la luz, el
suministro de nutrientes, la energia, el dioxido de carbono, el pH del medio, la
temperatura y los metabolitos finales (Pacheco et al.,, 2020). La biologia de los
microorganismos es un factor importante en los tratamientos biol6gicos, ya que
existen numerosas clasificaciones, por ejemplo, los microorganismos extremofilos
son capaces de vivir bajo condiciones extremas de temperatura, pH, presion,
salinidad, radiacion o sus combinaciones, proporcionando herramientas invaluables
para su aplicacion en una amplia gama de procesos biotecnolégicos y permitiendo el
manejo racional de los recursos naturales (Oliart-Ros et al., 2016; Madigan et al.
2015).

A continuacién, en la Imagen 3, se muestra una grafica con la proporcion encontrada

de los microorganismos usados para la biorremediacion.

Otros

Algas Bacteria

Levaduras

Imagen 3. Tipos de microorganismos usados en los procesos de biorremediacion (Coelho et al.,
2015)

Los microorganismos utilizados en la biorremediacion de acuerdo con la proporcion
ilustrada anteriormente son: Bacterias como Arthrobacter spp., Pseudomonas veronii,
Burkholderia spp., Kocuria flava, Bacillus cereus y Sporosarcina ginsengisoli. En el
caso del reino fungi algunos de los microorganismos utilizados son: Penicillium
canescens, Aspergillus versicolor y Aspergillus fumigatus. Levaduras como:
Saccharomyces cerevisiae y Candida utilis por mencionar algunas y finalmente las

algas, como: Cladophora fascicularis, Spirogyra spp., Cladophora spp., Spirogyra spp.
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(Coelho et al., 2015). Otras especies generalmente empleadas son las microalgas
pertenecientes a los géneros Chlorella y Scenedesmus. También se ha reportado el
uso de la microalga Nannochloris sp. y el de cianobacterias filamentosas como

Fischerella, Phormidium y Arthrospira maxima (Abatenh et al., 2017).

Si bien el grupo de las microalgas no se muestra de manera predominante, el interés
hacia este grupo de microorganismos se ha incrementado debido a investigaciones
como la de Ferrera-Cerrato et al. (2006). En ellas se reportan que el aumento en la
concentracion de biomasa de las cianobacterias y las microalgas es inversamente
proporcional a la concentracién de la demanda quimica de oxigeno (DQO) y de la
demanda bioquimica de oxigeno (DBO). Es decir, son capaces de biotransformar y
bio-degradar contaminantes que se encuentran en aguas naturales y residuales. Asi
como también, se han reportado otros mecanismos para la reduccion de
contaminantes como son la competencia de nutrientes (la cual se define como la
demanda simultdnea de los mismos recursos por dos 0 mMAas poblaciones
microbianas), un aumento del pH debido al consumo de COg, las toxinas producidas
por algas y la adhesion o unién de los contaminantes a la pared celular de las algas
(Ahmad et al., 2013).

A parte de la reduccién de contaminantes, la biomasa generada puede tener un valor
agregado, siempre que sea inocua, ya sea como alimentos destinados para
acuicultura, suplementos alimenticios para animales o para servir como materia prima
de productos farmacéuticos, o bien ser cosechada para la produccion de biodiesel
(Ahmad et al., 2013; Chen, 1996; Ferrera-Cerrato et al., 2006).

Los cultivos de algas para el tratamiento de agua iniciaron en la década de 1970.
Inicialmente se cultivaron en estanques de aguas residuales para tratar influentes
secundarios y asi evitar la eutrofizacion. Una de las microalgas mas ampliamente
utilizada para tratar las aguas residuales o con composicion compleja fue la microalga
Chlorella, ya que elimina el nitrégeno, el fésforo, la DBO y la DQO de manera eficiente
con diferentes tiempos de retencion celular que van desde 10 horas hasta 42 dias
(Ahmad et al., 2013; Wang et al., 2010).
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2.4. CARACTERISTICAS GENERALES DE LA MICROALGA Chlorella

vulgaris

Chlorella vulgaris pertenece al grupo de las microalgas, las cuales son un grupo
diverso de microorganismos unicelulares, existiendo alrededor de 300,000 especies
diferentes en el planeta, de las cuales solamente se han descrito alrededor de 40,000
(Hu et al., 2008). Tienen una similitud con las cianobacterias ya que la microalga mas
antiguamente conocida pertenece al grupo de las cianobacterias (Safi et al., 2014).

La mayoria de las microalgas son fotoautoétrofas, esto quiere decir que la luz es su
fuente de energia (En un rango de A de 400 nm a 700 nm) y el CO:2 es su fuente de
carbono (Prieto, 2020). En otras palabras, realizan la fotosintesis. Este proceso
convierte la energia luminica absorbida en energia de tipo quimico, la cual es utilizable
para el desarrollo y crecimiento celular. EIl NADPH y el ATP son las moléculas en las
gue se realiza el intercambio para generar la energia quimica. La fotosintesis se
puede expresar como una reaccion de éxido-reduccién promovida por la energia de
la luz, en la que agua y CO2 se convierten en oxigeno e hidratos de carbono.
Entonces, la estequiometria de la fotosintesis permite calcular la relacion entre: CO2
fijado, Oz liberado y glucosa generada: 6 CO2 + 6 H20 + luz (energia) — CsH1206 +
602 (Prieto, 2020).

En la Imagen 4 se presenta la propuesta que le vali6 el Premio Nobel a Calvin
(Wikipedia, 2022) la cual consiste en una serie de procesos bioquimicos que se

realizan en el estroma de los cloroplastos de los organismos fotosintéticos.

C. vulgaris requiere nutrientes para su crecimiento. La fuente de carbono inorganico
puede utilizar iones de bicarbonato (HCOz") o diéxido de carbono, que sera absorbido
mediante una enzima llamada carbono hidrolasa (CA). También requiere
especificamente de otros nutrientes como fosfato y nitrégeno. Se reporta que C.
vulgaris tiene un comportamiento inversamente proporcional con el desarrollo de la
densidad celular y la concentracion de carbono inorgéanico total, que decrece dentro
de las 96 h, indicando la reaccién de fotosintesis activa. El pH incrementa en la fase

de adaptacion a la fase de crecimiento debido a que se producen iones hidroxilo
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(OH), donde los iones de bicarbonato son consumidos por la fotosintesis dentro de

la célula de la microalga, siguiendo la reaccion: HCOs— CO2 + OH" (Kim et al., 2010).
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Imagen 4. Ciclo del acido citrico. Reacciones, rendimiento energético y regulacion (Mathews y van
Holde, 1999)

Por ultimo, de acuerdo con diversas fuentes, debido a las caracteristicas de
crecimiento de C. vulgaris se le puede encontrar con Arthrospira maxima en el mismo

nicho ecologico y, por ende, es dificil aislar exitosamente un microorganismo del otro.
2.4.1. Morfologia

Chlorella vulgaris es una microalga unicelular de color verde, de forma esférica, no
posee flagelo y se encuentra presente en la mayoria de los cuerpos de agua dulce.
El color verde lo obtiene de los cloroplastos, los cuales contienen los
fotosintetizadores clorofila a y b, que son las estructuras encargadas de realizar la
fotosintesis. Mediante la fotosintesis se multiplica rapidamente, requiriendo luz solar,

carbono inorganico, agua y minerales (studylib.es).

En la Imagen 5 se muestra la estructura esquematica de C. vulgaris que ilustra los

distintos organelos.
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Imagen 5. Estructura esquematica de C. vulgaris que ilustra distintos organelos (Safi et al., 2014)

La rigidez de su pared celular, compuesta por glucosamina, preserva la integridad de
la célula y es basicamente una proteccion contra invasores y ambientes hostiles, la
cual varia dependiendo de la fase de crecimiento en la que se encuentre. Asi, por
ejemplo, en sus formaciones tempranas su pared celular es fragil (capa unilaminar
densa en electrones de 2 nm de grosor) y en su etapa de maduracion aumenta el
espesor de su pared celular (17-21 nm de espesor) (Safi et al., 2014). La composicion
y espesor de la pared celular puede cambiar de acuerdo con las condiciones

ambientales a las que esté sometida.

En el caso de su citoplasma, el cual alberga los organelos internos de C. vulgaris
como el ndcleo, vacuolas, su cloroplasto, el aparato de Golgi y la mitocondria, esta
compuesto por agua, proteinas solubles y minerales.

C. vulgaris tiene un solo cloroplasto con una membrana de doble envoltura compuesta
por fosfolipidos; la membrana externa es permeable a metabolitos y algunos iones
mientras que la membrana interna tiene la funcion especifica del transporte de
proteinas. Ademas, es el sitio donde se sintetiza el pigmento dominante, la clorofila.
El pirenoide contiene altos niveles de ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa oxigenasa
(compuesto conocido como RuBisCO) y es el centro de la fijacion del dioxido de

carbono.
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2.4.2. Reproduccion

C. vulgaris es una célula reproductiva no movil (autospora), la cual se reproduce
asexual y rdpidamente. De este modo, dentro de un periodo de 24 horas una célula
de C. vulgaris se multiplica en las condiciones de reproduccion 6ptimas mediante

auto-esporulacion.

De esta manera, cuatro células hijas estan formando su propia pared celular dentro
de la pared celular de la célula madre. Después de la maduracion de estas nuevas
células formadas, la pared celular de la madre se rompe permitiendo la liberacion de
las células hijas (Imagenes 6 y 7) y los restos de la célula madre son consumidos

como alimento para las nuevas células hijas formadas.

Imagen 6. Nueva célula formada emergiendo del interior de la célula madre después de la eclosiéon
(Safi et al., 2014)

b ¢ d e f g
0\ (O
*‘»Q‘*'*»

Imagen 7. Dibujo que muestra las diferentes fases de la formacién de la pared celular hija en C.

vulgaris: (a) fase temprana de crecimiento celular; (b) fase tardia de crecimiento celular; (c)
cloroplasto, fase divisoria; (d) fase temprana de division de protoplastos; (e) fase de division tardia

del protoplasto; (f) fase de maduracién de las células hijas y (g) fase de eclosion (Safi et al., 2014)

2.4.3. Produccion y cosecha

C. vulgaris tiene una tasa de reproduccién rdpida y responde a cada conjunto de

condiciones de crecimiento. Es notablemente resistente a condiciones desfavorables
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e invasores, pero su desempefio depende de la técnica con la que se cultive. Las

distintas técnicas de proliferacion se muestran en las Tablas 6y 7.

Tabla 6. Técnicas de proliferaciéon de C. vulgaris (Safi et al., 2014)

Sistemas de estanques Se categoriza en lagos, lagunas y estanques artifi-
ciales, naturales o aguas residuales. Construidos
usualmente cerca de plantas industriales las cuales
generan una gran descarga de COg, que es reab-
sorbido por la biomasa, ademas capta nitrégeno en
forma de NOx de la atmosfera

abiertos

Desarrollo
Permite la exposicién de la microalga a la luz, (pro-
fundidad de <50 cm) pero, requiere de control am-
biental para evitar el riesgo de contaminantes, eva-
poracién de agua y microorganismos invasores

Fotobio-reactor cerrado Este se lleva a cabo en un ambiente controlado (pH,
intensidad luminica, temperatura y concentracién
de COz) para obtener mayor concentracion celular.

autétrofo

Ademas se utilizan luces fluorescentes en caso de
que la luz natural no sea la suficiente

Desarrollo heterotrofo Esta técnica no requiere de un suministro de luz y
es alimentada con fuente de carbono organico. La
produccién se lleva a cabo en tanques bio-reacto-
res!, donde se obtiene un mayor grado de desarro-
llo de la biomasa

La fuente de carbono usada puede ser glucosa,
acetato, glicerol, glutamato. La desventaja de esta
técnica de produccién es la disponibilidad de los
glacidos u otras fuentes de carbono

Desarrollo mixétrofo Mediante la combinacién de ambas técnicas, ya sea
por medio de la fotosintesis o por el consumo de
carbono organico. Por lo tanto, las células no son
estrictamente dependientes de la luz o sustratos or-
ganicos para su crecimiento

Limita la pérdida de biomasa durante la “fase oscura
de la biodegradacion” y la reduccién de la cantidad
de sustrato

Tabla 7. Técnicas de cosecha de C. vulgaris (Safi et al., 2014)

Técnica Descripcion

Centrifugacion Se realiza a 5,000 rpm durante 15 minutos, tiene una eficiencia del 95% de
recoleccion

La morfologia de C. vulgaris permite estas condiciones de centrifugacion sin
dafiar su estructura durante el proceso. Otras técnicas implementan la flocu-
lacion, flotacién y filtracion o una combinacién para obtener mejores resulta-
dos

Floculacion Durante el desarrollo exponencial, por su carga eléctrica negativa, las células
se mantienen dispersas. Después de alcanzar la fase estacionaria o la fase
de muerte, la carga negativa decrece permitiendo un agregado de células las
cuales resultan en un proceso llamado auto-floculacion. Este fendbmeno esta
asociado con un pH elevado por la asimilacién de CO2, nitrato y fosfato

1 La palabra biorreactor es correcta. La palabra fermentador se refiere Ginica y exclusivamente a los
biorreactores que producen alcohol etilico empleando glucosa como fuente de carbono y
Saccharomyces cerevisiae como el microorganismo productor (nota de una persona del jurado)
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Técnica Descripcion

Flotacion Este método consiste en atrapar células utilizando micro-burbujas de aire;
puede ocurrir también de forma natural cuando el contenido de lipidos de la
microalga aumenta

Filtracion Debido al tamafio de C.vulgaris la filtracién convencional no es un método
adecuado para ser aplicado, en cambio la ultrafiltracion o micro-filtracién es
mas eficiente

2.4.4. Composicion primaria

C. vulgaris es un alga unicelular que es conocida como una de las microalgas de
mayor proliferacion. Incluye, en base seca, 14-22% de lipidos, 51-58% de proteina,
12-7% de carbohidratos y 4-5% &cidos nucleicos (Kim et al., 2010).

Otra fuente, Safi et al. (2014), reportan que el total de proteinas en una célula madura
de C. vulgaris representa del 42 al 58% de la biomasa en base seca y varia de acuerdo
con las condiciones de proliferacién. En el caso de los lipidos, durante las condiciones
de desarrollo éptimo C. vulgaris puede alcanzar del 5 al 40% de lipidos de la masa
seca de la biomasa y esta fraccion estd compuesta principalmente por glucolipidos,
ceras, hidrocarburos, fosfolipidos y pequefas cantidades de acidos grasos libres. En
el caso de los carbohidratos, el almidon es el poliglicido mas abundante en C.
vulgaris. Este se localiza generalmente en el cloroplasto y estd compuesto por
amilosa y amilopectina y, junto con los monogllcidos, sirven como reservorio de
energia para la célula. Durante etapas de limitacion de nitrégeno, los carbohidratos

totales pueden alcanzar del 12 al 55% de la masa seca.

Otro compuesto que impacta a la composicion de C. vulgaris es la clorofila, el cual es
el pigmento mas abundante y representa del 1 al 2% de la masa seca. Ademas,
contiene minerales como microelementos (Na, K, Ca, Mg y P), macroelementos (Cr,
Cu, Zn, Mn, Se, |, Fe) y vitaminas (A, B1, Bz, Bs, Bs, Bs, B7, Bo, B12, C y E) (Safi et al.,
2014).

2.5. PARAMETROS DE PROLIFERACION

Los factores mas importantes para lograr una produccion de microalgas a escala

comercial es que el desarrollo de los sistemas de cultivo sea econdmica y
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ambientalmente factible (Gonzalez-Delgado et al., 2017; Richmond, 2004), a partir de
parametros como el pH, la temperatura, la intensidad de la luz y la concentracién de

nutrientes (Moreno-Galvan et al., 2012).

Una alternativa es el uso de cultivos mixotroficos, en los que la cantidad de luz reduce
la produccion de biomasa en comparacion con los cultivos heterétrofos (Estévez et
al., 2013), ademas de inducir la producciéon de macromoléculas de alto valor, gracias
al efecto regulatorio de la luz (Li et al., 2007). Sin embargo, aungue este tipo de cultivo
es econémicamente viable, se requiere de una fuente de carbono de bajo costo y del
conocimiento de las concentraciones de experimentacion mas favorables (Martins et
al., 2016), debido a que ciertos cambios en los nutrientes del medio pueden aumentar
o inhibir la tasa de desarrollo de las algas (Bhola et al., 2011; Estévez et al., 2013).

Chlorella vulgaris en una microalga mixétrofa que se adapta a distintas condiciones.
Es un microorganismo que soporta valores de pH de 7 y un rango de temperatura
ambiental de 10 a 25°C * 2°C (Bhola et al., 2011). Segun Hernandez y Labbé (2014)
el valor del pH de proliferacion tiene un valor minimo de 8.25 + 0.24 y un maximo de
9.81 + 0.14 y Ramos y Pizarro en 2018 reportaron que la mayor reproduccion
experimentada por C. vulgaris se encontré en un rango de pH de 8.0 a 9.0. Por otro
lado, Laing y Ayala (1990) y Richmond (2004) mencionaron que los valores de

temperatura de proliferacion éptima llegan a 36°C.

C. vulgaris requiere de iluminacion de lamparas con un ciclo de luz-oscuridad 12-12
horas. También deben proporcionarsele fuentes de nitrégeno, fésforo y carbono,
ademas de necesitar un suministro de aire continuo por burbujeo o agitacion con el
fin de proveer aire a los cultivos y garantizar que todas las células estén expuestas a

la luz y a los nutrientes del medio (Gonzalez-Delgado et al., 2017).

2.5.1. Curva de crecimiento de Chlorella vulgaris

En cualquier grupo microbiano en un nicho ambiental la supervivencia esta
influenciada por la exitosa competencia de nutrientes y por el mantenimiento de un
acervo de todas las células vivas. Asi, si un volumen fijo de un medio liquido se inocula
con células microbianas provenientes de un cultivo que ya ha crecido hasta la

saturacion y se determina y grafica de forma periédica el nimero de células viables
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por mililitro se obtiene de manera general una curva como la que se muestra en la
Imagen 8, a la que se conoce como cultivo discontinuo, el cual es un sistema cerrado
con recursos finitos (Carroll et al., 2016).

Fase
estacionaria
. Fase de muerte |
Fase de / o declinacién
crecimiento logaritmica
exponencial

Fase de
latencia

Logaritmo de la concentracion
de células viables

Tiempo

Imagen 8. Curva de reproduccién en cultivos discontinuos (Carroll et al., 2016)

En un estudio realizado con C. vulgaris por Ramos y Pizarro (2018) se tomaron en
cuenta condiciones internas, las cuales fueron controladas por equipos y condiciones
externas. En condiciones internas se obtuvo una relacion lineal entre los dias de
estancia en el cultivo control que era un medio enriquecido selectivo. En el caso de
las condiciones externas también se obtuvo una relacion lineal, aunque de menor
coeficiente de determinacion, debido a que las condiciones externas eran mas dificiles
de controlar como la temperatura, la intensidad de luz y los ciclos de luz-oscuridad
(Ramos y Pizarro, 2018).

2.5.2. Modelo cinético de Monod

La evaluacion de la cinética de proliferacién de células de microorganismos, animales
0 vegetales constituye un aspecto fundamental en el disefio, operacion, simulaciéon y
prediccion del comportamiento de los reactores biologicos. Uno de los modelos
empleados con mayor frecuencia es el modelo de Monod para relacionar el efecto de
la concentracion de sustrato sobre la velocidad especifica de formacion de biomasa
(Calderén, 2017; Duarte, 1996).

La ecuacion lleva el nombre de Jacques Monod, quien propuso usar una ecuacion
para relacionar las tasas de crecimiento microbiano en un ambiente acuoso con la

concentracion de un nutriente limitante. Tiene la misma forma que la ecuacion de
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Michaelis y Menten, pero se diferencian en que la de Michaelis y Menten esta basada
en consideraciones tedricas mientras que la de Monod es empirica (Alcon, 1999;
Duarte, 1996).

El modelo de Monod (Ecuaciones 1y 2) describe la interaccién entre el aumento de
microorganismos en un cultivo por lotes y la utilizacion del sustrato limitante del
crecimiento en aquellos sistemas donde practicamente todo el sustrato es

transformado en biomasa:

% = % ...Ecuacion [1] de Monod para el crecimiento de biomasa (Duarte, 1996)
S
ds 1 dx ..
== v @ ... Ecuacién [2] de Monod para el consumo de sustrato (Duarte,1996)
X
B

donde, Yws es el factor de rendimiento de sustrato en producto, (g células)*(g
sustrato)!; s: concentracion del sustrato limitante, g/litro; x: concentracién de
biomasa, (g células secas* Litro!; um: velocidad especifica maxima de crecimiento,
(hora)!; Ks: constante de saturacion, g/litro; Ks: concentracion del sustrato
correspondiente a una velocidad especifica de crecimiento igual a mw/2 (Duarte,
1996). En 1942, Monod, desarroll6 una ecuacion muy simple para representar los
procesos bioldgicos. Para ello supuso que, si bien pueden existir muchos sustratos,
uno de ellos sera el limitante. En este modelo se supone que la produccion de
biomasa depende exclusivamente de la concentracion de este sustrato limitante. Para
una reaccion bioldgica del tipo as—yX, la velocidad de crecimiento de biomasa puede
representarse como sigue:
()

1= Mmax T p ...Ecuacién 3. Velocidad de reaccion biolégica (reaccion unica) (Loyola, 2018)
S

donde u,.=velocidad especifica de crecimiento méaxima, h'; Ks=constante de

saturacion, g/L y s=concentracioén de sustrato limitante, g/L.

En el siguiente capitulo se presenta la metodologia seguida para alcanzar los

objetivos establecidos.
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CAPITULO Il
METODOLOGIA

La metodologia empleada para esta investigacion se presenta esquematizada en la
Imagen 9, la cual consta de 8 etapas. Ademas, se muestra el proceso al que se
sometié el agua de pozo, después de la biorremediacién y las pruebas que se

realizaron.

1era etapa Incubacion de la cepa comercial

FitoMix en cuatro distintos medios
2da etapa M ?dlo |dor1 80+

in6culo micro- algal

Adaptacion e identificacion
Primer paso de
3t atapa adaptacion
Caracterizacion @

Segundo paso

del d
el agua de pozo de adaptacién

4ta etapa

=

Generacion de
biomasa viable

5ta etapa

=

Tres escenarios de
biomasa

6ta etapa

Decantacion F . 1

y filtracién . . - Cuatro ciclos
had| 1 7ta etapa :
i=J consecutivos de 48 h

Identificacion del
8ta etapa microorganismo

piﬂ (USAII)
Centrifi i0
Alcalinidad
Dureza

COoT
ﬂ DQO
N-NHg3
Caracterizacion del agua Cloruros

de pozo después del Densidad optica
tratamiento a 550 nm

Imagen 9. Diagrama general de la metodologia realizada (elaboracién propia)
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3.1. MUESTRA

El agua del pozo seis de la planta potabilizadora en estudio se trajo a los laboratorios
y alli se almacens en refrigeracion a 5£2°C. Se caracteriz6 midiéndole el pH, la
alcalinidad, la dureza total, el nitrgeno amoniacal, los cloruros, la DQO, el COT y la
densidad optica a 550 nm. Las muestras se analizaron por duplicado con excepcion
del pH por triplicado y el COT con una sola muestra. Un primer lote se usé para las
etapas 3 a 5. Para continuar con la investigacion se trajo un segundo lote que se us6

para las etapas 6y 7.

Para la caracterizacién del agua de pozo se tomaron en cuenta los cloruros. Es
importante mencionar que la nueva NOM-127-SSA1-2021 ya no presenta limites para
los cloruros. Para esta investigacion se consideré el limite planteado en su version
anterior, NOM-127-SSA1-1994 (DOF, 2000).

En cuanto a la demanda quimica de oxigeno se usa primordialmente para las aguas
residuales; sin embargo, puede usarse también para el agua potable. La Unica norma
gue actualmente contempla esta variable es la NOM-001-SEMARNAT-2021 (DOF,
2022). El valor que se us6 como control fue el establecido por la Comisién Nacional
del Agua para aguas superficiales no contaminadas (CONAGUA-SEMARNAT, 2009).

3.2. INOCULO

El inoculo utilizado para esta investigacion fue una cepa comercial de microalga
Spirulina maxima para iniciar un cultivo (marca FitoMix). Era una unidad de 500 mL
en suspensién acuosa en medio Zarrouk, de acuerdo con las especificaciones del

fabricante. En el ANEXO 5 se encuentra la composicién de este medio.
En un inciso subsecuente se describe lo sefialado en la Imagen 9 como la Etapa 1 de

los cuatro medios de cultivo empleados en esta investigacion para encontrar el

idéneo. También en el ANEXO 5 se encuentra su composicion.
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3.3. MEDIOS DE CULTIVO EMPLEADOS Y SECUENCIA EXPERIMENTAL

En la primera etapa se colocaron los cuatro medios de cultivo con diferentes

formulaciones tomadas de la literatura (Shi et al., 2016; Silos, 2021) para seleccionar
el medio mas adecuado para la proliferacion de la cepa. Adicionalmente, se preparé
un medio mas, un quinto medio, con la misma formulacién que el medio Zarrouk con
fertilizante, pero en lugar de colocar el reactivo KNOs se adiciond NH4Cl. En la Tabla
8 se describe la composicién quimica y las cantidades utilizadas para dichos medios
de cultivo. En el ANEXO 5, como se menciond antes, se describe con precision lo que

se adicion6 realmente a los medios de cultivo estudiados.

Tabla 8. Formulacion de los medios de cultivo para el crecimiento del consorcio

Medios seleccionados [g/L]
Reactivos
quimicos Zarrouk con Zarrouk modificado con RM6 Conway
fertilizante fertilizante
MgS0O4.7H20 0.2 0.2 0.15 (NH4)2M00O4 2.1
NacCl 1 5 0.5 ZnCl> 2.1
CaCl.2H20 0.04 --- 0.04 MnCl2 0.36
NaNO3 2.5 - 2.5 NaNO3 100
FeS04.7H20 0.01 --- - - CoCl> 2.1
NaHCO3 16.8 8.0 8.0 CuSO4 2.1
KH2PO4 0.41 - - NaH2POa4 H20 20
EDTA 0.08 --- - EDTA 45.0
KNO3 - - 2.0 - H3BOa4 33.6
K2SO04 1.00 0.1 - - -
CaClz 0.04 - - -
KCI - - - - 0.898 - -
Fertilizante* 1.0 1.0 1.25 - -
Referencia Shi et al., 2016; Silos, 2021

*Fertilizante, 17-17-17: 17% Nitrégeno total (no especificado en el producto), 17% P,0s, 17% K,O.
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Los medios tienen diferencias en las cantidades de reactivo y en sus principales

fuentes de carbono, nitrogeno y fosforo como se ve en la Tabla 9.

Tabla 9. Diferencia en las principales fuentes de nutrientes de los medios de cultivo seleccionados

Medio

Fuente de carbono

Fuente de nitrdgeno

Fuente de fésforo

Zarrouk con

fertilizante

NaHCO0s, 16.8 g/L

NaNO;, 2.5 g/L
y fertilizante, 1 g/L

KH,PO,, 0.41 g/L
Y fertilizante, 1 g/L

Z. modificado con

NaHCOs, 8 g/L

KNOs,2glLy

Fertilizante, 1 g/L

fertilizante fertilizante, 1 g/L
RM6 NaHCO3, 8 g/L NaN O3 Fertilizante, 1.25 g/L
Conway (NH,),Mo00,, 100g/L | NaH,P0,.H,0, 20 g/L

y NaNO3, 2.1 g/L

A los medios se les realizaron modificaciones en su formulacién. Por ejemplo, el
medio Zarrouk (Shi et al., 2016) lleva en su formulacién elementos traza los cuales en
esta investigacion se intercambiaron por el fertilizante inorganico granulado “17-17-
17" para uso domestico de la marca Vigoro. El medio Zarouk modificado se realiz6 de
conformidad con lo descrito por Silos (2021); sin embargo, hay otras variantes como
la reportada por Rojas et al., en 2012. Los medios también sufrieron modificaciones
de acuerdo con la disponibilidad de reactivos en el Laboratorio 301, como fue el caso
del medio RM6 el cual contiene super-fosfato simple o en el medio Zarrouk modificado
gue tiene el difosfato de amonio en su composicién descrita por Silos (2021) y los
cuales se remplazaron por fertilizante (N, total, P,0<, K,0) [Ver ANEXO 5].

Una vez que los medios se pusieron en los matraces, se inoculé con 1.0 mL de la
cepa comercial micro-algal FitoMix. Los matraces se colocaron dentro de una
incubadora y se sometieron a condiciones determinadas con agitacién de 40 rpm, luz
blanca (lampara de 100 W) y temperatura de 35°C constantes. El lapso de estudio fue
de dos semanas, ya que, al llegar a ese tiempo, la biomasa algal se habia lisado y
por ello se suspendio el experimento. En esta etapa, el desarrollo del consorcio se
observ6 de manera cualitativa por medio de la coloracién de la solucion y mediante la

toma de una gota de medio que se colocO en un portaobjetos y se visualiz6 en un
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microscopio Olympus CH30 con un objetivo de 10 X, evaluando la abundancia

subjetivamente.

La sequnda etapa fue el escalamiento a 2 L de capacidad en un matraz Erlenmeyer.

Se vertieron 2 L del medio que diera los mejores resultados y se inocul6 nuevamente
con FitoMix con 10 mL. Se acondiciond con agitacion de 50 rpm y luz blanca con una
lampara de 150 W constantes por un periodo de 27 dias. Durante este periodo se hizo
el seguimiento del pH y se establecio que el valor de pH se mantuviera en un intervalo
entre 7 a 9. El sistema se alimenté con NaHC0O; 0 con acido citrico cada vez que el
valor de pH se encontraba fuera del intervalo deseado, por arriba o por debajo del
limite superior. La cantidad colocada fue la necesaria para reducir el pH una unidad y
asi nivelar los valores del pH dentro del intervalo deseado. Este lapso de 27 dias se
debi6 a que hubo dias feriados en la UNAM y no se contaba con apoyo logistico por

lo que se mantuvo el sistema.

Una vez alcanzada una concentracion de biomasa suficiente, se recupero la biomasa
mediante filtraciébn en un tamiz de 90 hilos, con una apertura aproximada de 0.160
mm. Después, la biomasa se centrifugd a 3,000 rpm durante 15 minutos en una
centrifuga Sol-Bat. Esta biomasa recuperada se evalué preliminarmente con el agua

del pozo de la PTAP cooperante para definir su viabilidad.

Una vez obtenida la biomasa centrifugada, se pesaron seis distintas cantidades de
biomasa (0.25, 0.30, 0.35, 0.40, 0.45 y 0.50 g/L en base humeda) que constituyeron
la tercera etapa o primer paso de adaptacion de la biomasa algal. Se colocaron en
seis distintos vasos de precipitados de un litro con agua del pozo. Los sistemas se
colocaron en un sistema usado tradicionalmente para lo que en Ingenieria Ambiental
se conoce como ‘pruebas de jarras’, Jartester PB-700™ de Phipps&Bird™, con

agitacion de 40 rpm y luz blanca (lampara de 15 W) constantes.

El lapso de estudio de esta etapa fue de nueve dias a lo largo de los cuales se fue
midiendo el pH diariamente a la misma hora (excepto los fines de semana) con un
potenciometro Thermo Scientific Orion 2 Star. Adicionalmente, se realiz6 el

seguimiento del desarrollo de las células bajo el microscopio como en la etapa
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anterior. La evolucion y comportamiento de los valores del pH determinaron los nueve

dias (cuando el valor ya no incrementaba).

En la cuarta etapa, se implement6 una segunda etapa de adaptacion de la biomasa
algal obtenida de la tercera etapa, la cual se distribuyé en los 6 vasos. Se colocaron
seis distintas cantidades de biomasa de 0.25, 0.30, 0.35, 0.40, 0.45y 0.50 g/L en base
hameda, previamente centrifugadas a 3,000 rpm durante 15 minutos, en cada uno de
los vasos de precipitados con un litro del agua de pozo y se sometieron a las mismas
condiciones que la etapa posterior. De igual forma que en la etapa anterior, se midié
el pH de lunes a viernes y el desarrollo de las células vistas bajo el microscopio. La
cuarta etapa tuvo una duracion de catorce dias siguiendo la pauta del pH y del color

verde que indicaba que seguia siendo viable la biomasa algal.

Quinta etapa. En esta etapa se coloc6 la misma cantidad de biomasa (5.0 g/L base

hiumeda) para todos los vasos, obtenida de unir todas las biomasas algales del
experimento anterior. Las condiciones son la mismas que en las etapas 3 y 4.
También, se realizo la determinacion de solidos suspendidos totales (SST) y la curva
patron de la densidad 6ptica medida a 550 nm en un espectrofotometro UV-Vis, DLAB
SP-UV1000. En el ANEXO 6 se presenta la metodologia seguida para este
procedimiento. La duracién de esta etapa fue de siete dias, lapso en el que el valor
del pH con respecto a los dias se mantuviera constante y, asimismo, se realizd para

generar biomasa adaptada al influente problema.

Con la biomasa viable generada en la etapa cinco se implementé la sexta etapa. Esta
consistié en exponer la eficiencia del tratamiento de biorremediacion, para ello se
colocaron, por pares, en los vasos de precipitados las cantidades de biomasa algal
siguientes: 2.0, 3.0 y 5.0 g/L en base hiumeda (BH). La toma de muestras se realiz6
cada 24 horas durante siete dias. Las pruebas realizadas para el monitoreo y para la
caracterizacion del agua extraida del pozo, fueron: Valor de pH, alcalinidad, dureza
total, nitrogeno amoniacal, cloruros, DQO, COT y densidad éptica a 550 nm. Las
muestras se analizaron por duplicado con excepcion del pH por triplicado y el COT

con una sola muestra.
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Para la séptima etapa, las condiciones se modificaron para prevenir la lisis celular o

la produccion de metabolitos. Con base en el articulo de Safi et al. (2014) se realizaron
cuatro ciclos consecutivos de 48 horas con la misma agua. La biomasa algal se lavaba
siendo que siempre se colaba la misma cantidad de in6culo que desde un inicio de la

etapa por litro de agua del pozo, es decir, 5 g/L en base humeda.

Durante esta etapa, séptima etapa, pasadas las 48 horas de cada ciclo se filtraba el
medio liquido con un filtro de celulosa con un tamafio de poro aproximado de 11 ym
para recuperar la biomasa algal. A esta biomasa se le realizaron de dos a tres lavados
con agua desionizada y se centrifugaron a 3,000 rpm durante 15 min. La biomasa
algal previamente lavada se colocaba de nuevo en el sobrenadante, se completaba
un litro de agua de pozo tratada y se dejaba durante otro ciclo de 48 horas. Este
proceso se realizd hasta cumplir con los cuatro ciclos. Durante los cuatro ciclos se
realizd el seguimiento analitico con las variables de estudio (pH, alcalinidad, dureza
total, nitrégeno amoniacal, cloruros, DQO, COT y densidad oOptica a 550 nm). Las
muestras se analizaron por duplicado con excepcion del pH por triplicado y el COT

con una sola muestra.

Para la octava etapa se recupero la biomasa algal para realizar estudios a fin de
identificar el microrganismo dominante, con el que se realizaron las etapas cuatro a
siete, ya que se consider6 que hubo una cepa que sobrevivié al agua de pozo de la
planta potabilizadora cooperante.

3.4. PROCEDIMIENTO DE IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO

Se tomd una muestra de biomasa para ser analizada bajo el microscopio Olympus
CH30 y poder identificar al microorganismo mediante sus caracteristicas fenotipicas,
es decir, su morfologia, requerimientos nutricionales, ambiente y la simbiosis con

otros microorganismos.

La muestra fue enviada para ser analizada a la Unidad de Servicios de Apoyo a la
Investigacion y la Industria (USAII), al Laboratorio de Prote6mica, perteneciente a la
Facultad de Quimica, UNAM. Se realizo la purificacion de la biomasa con fenol basico

para obtener proteinas de alta pureza y una vez obtenido el perfil se hizo una
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comparacion con la base de datos UniProt, que es un repositorio gratuito central de

datos sobre proteinas.

3.4.1. Purificacion con fenol bésico de proteinas de alta pureza

En las técnicas de purificacion de proteinas se deben conocer las propiedades de las
biomoléculas para determinar el protocolo de purificacidén. Se inicia seleccionando la
muestra biolégica, el método y la condicion para lisar las células con la finalidad de
exponer a las proteinas. Posteriormente, se obtiene una mezcla con todos los
componentes de la célula como las biomoléculas, metabolitos y fragmentos de
estructuras celulares. A partir de este momento, es imperante mantener a la proteina
de interés en condiciones Optimas que le permitan preservar su funcion y estructura
(Ramirez-Carreto et al., 2021). La técnica de purificacion, procedimiento sefialado por
Ramirez-Carreto et al. (2021), representada en la Imagen 10, consiste en los

siguientes pasos:

Paso (1). Eleccién de la muestra, puede ser células en suspension o tejido total.
Paso (2). Seleccién de la solucién amortiguadora adecuada para realizar la ruptura
del tejido y la extraccion de la proteina total en su forma soluble sin afectar las
caracteristicas estructurales y funcionales de la proteina de interés. Este paso se
trabaja a 4°C, de forma rapida y en presencia de inhibidores de proteasas para
proteger a las proteinas de la degradacion.

Paso (3). Determinar el método que se empleara para lisar la membrana celular. Estos
métodos pueden ser fisicos como: A- la homogeneizaciébn manual o0 mecanizada, B-
la sonicacion, C- mediante ciclos de congelacion y descongelacion, D- quimicos como
el uso de detergentes como el Tritdon X-100 o E- lisis por choque osmdtico.

Se puede emplear mas de un paso de extracciéon y la combinacién de métodos
guimicos y fisicos.

Paso (4) El aclaramiento consiste en separar fragmentos celulares de las proteinas
solubles mediante centrifugacion.

Paso (5). Cuantificacion de la cantidad de proteina en el extracto usando un
espectrofotometro.

Paso (6). Purificacion de proteinas del extracto.
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Imagen 10. Diagrama general de un extracto proteico (Ramirez-Carreto et. al. 2021)

El procedimiento que realmente se siguiod en esta investigacion fue montado por el
personal académico de la USAII. Se tomd un gramo de muestra, la cual se macero
utilizando un “Polytron” (homogeneizador manual), se le agregaron 6 mL de fenol con
un pH 8.8. También se le agregaron 5 mL de solucién amortiguadora de extraccion
(100 mM tris HCI, pH 8.8, 10 mM EDTA, 900 mM sacarosa y 0.4% de 2-beta
mercaptoetanol). Se colocd de nuevo en el “polytron”, aplicandose cinco pulsos de un
minuto de duracion alternando en un minuto de hielo. Al finalizar, se coloc6 en hielo
durante diez minutos y se centrifugé a 8,000 rpm durante 30 minutos. Se tomo la fase
organica y se deposité en un tubo Falcon de 50 mL nuevo y se agregaron 25 mL de
acetato de amonio 100 mM en metanol. Se agit0 y se dejo reposar por 16 h a -20°C.
Después se centrifugd a 8,000 rpm por 30 minutos para obtener la pastilla de
precipitado y se descarté el sobrenadante. La pastilla se lavo con 5 mL de acetato de

amonio en metanol dos veces y se centrifugé a 8,000 rpm durante 10 min después de
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cada lavado, posteriormente se lavo la pastilla de igual forma con acetona al 80% dos
veces Yy un ultimo lavado con etanol al 70%. La pastilla se resuspendié en 1,000 pL

de buffer IEF y se almaceno a -20°C para su posterior estudio.

3.4.2. Base de datos “UniProt”

Una vez obtenida la proteina pura, se cuantificé la cantidad de proteina en un equipo
Nanodrop 2000 (Estados Unidos) y se inyectd la muestra en un espectrometro de

masas.

La muestra fue analizada y comparada en la base de datos “UniProt”, abreviatura de
The Universal Protein Resource la cual proporciona un recurso central sobre
secuencias de proteinas y anotaciones funcionales con tres componentes de base de
datos. Para conocer el microorganismo, se comparoé el perfil de proteinas extraido de

la biomasa contra el perfil de proteinas de dos cepas.

3.4.3. Andlisis estadisticos

En la etapa seis se analizaron 3 escenarios distintos. Como ya se menciono
anteriormente, se colocaron tres distintas cantidades de biomasa algal, base humeda,

en un litro de agua de pozo. Las cantidades empleadas fueron de 2, 3y 5 g/L.

Uno de los analisis para identificar la cantidad de biomasa algal preferible fue realizar
un analisis de varianza, ANDEVA. Una prueba de andlisis de varianza es un tipo de
prueba estadistica que se utiliza para determinar si existe una diferencia
estadisticamente significativa entre dos o mas grupos mediante la comprobacién de

las diferencias de las medias utilizando la varianza (Arteaga, 2022).

En el ANEXO 7 se muestran los resultados obtenidos de realizar los andlisis de
varianza. Se realizaron para las pruebas de pH, DQO, dureza y cloruros. Se hizo el
analisis de varianza a estos, a excepciéon del pH, porque mostraron, en algun punto
del tratamiento, la reduccion de su concentracion (aunque al final del tratamiento no

hayan mostrado reduccion).
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. RESULTADOS EXPERIMENTALES

En este apartado se expone los resultados pertinentes de cada etapa realizada en la

metodologia.

4.1.1. Etapa 1: Verificacidon de la viabilidad de los distintos medios

De los cuatro medios propuestos, el medio destacado fue el medio Zarrouk con
fertilizante, ya que la proliferacion de la cepa comercial FitoMix micro-algal fue
satisfactoria en este. El quinto medio tampoco mostré un crecimiento de la cepa
FitoMix. Se seleccion6é de manera cualitativa, ya que la cepa FitoMix intensifico la
coloracion verdosa como se muestra en la Imagen 11, excepto en el medio Conway,
donde se observo el crecimiento Unicamente por el microscopio. También se observé
una gota de cada uno de los medios bajo el microscopio y fue el medio Zarrouk con
fertilizante en el Unico donde se desarrollaron algas. Posteriormente, se realizé el

escalamiento para producir suficiente biomasa algal.

Imagen 11. Comparacion de los medios de proliferacion de la cepa comercial FitoMix después de dos

semanas de estudio
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4.1.2. Etapa 2: Escalamiento del sistema en el medio idoneo

Se colocaron 10 mL de in6culo de la cepa comercial FitoMix en el medio Zarrouk con
fertilizante en un matraz de dos litros. Se observé el desarrollo cualitativamente,
mediante el cambio de la coloracién, el cual se torné a un verde mas intenso y también
por la modificaciéon del pH del medio, el cual se mantuvo en un rango de 7 a 9, con la
adicion de bicarbonato de sodio o acido citrico, como se mencioné en la metodologia.
Adicionalmente, se analizé una gota de la suspension bajo el microscopio para
monitorear su desarrollo. Se observé a un microorganismo predominante que, de
acuerdo con la cepa comercial, es Arthrospira maxima.

En la Imagen 12 se muestran los cambios ocurridos en el matraz de dos litros. En un
inicio el medio luce translicido y al pasar los dias esta caracteristica disminuye, la
coloracion se intensifica hasta una tonalidad verde obscura. En la parte inferior de la
Imagen 12 se observa la evolucion de la poblacion de la cepa FitoMix (A. maxima)
vista bajo el microscopio. Esta se reprodujo periédicamente hasta aumentar su

poblacion.

[Diag | [Diat2 | | [piate | [pia22 | - [Dia27 |

Imagen 12. Evolucién del consorcio FitoMix en el medio Zarrouk (superior) y su evolucion bajo el

microscopio en objetivo 10 X (inferior)
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La proliferacion experimentada por la cepa FitoMix en el medio Zarrouk con fertilizante
generd la cantidad de biomasa algal necesaria para realizar las pruebas de

adaptacion al agua del pozo, es decir se realizé el primer paso de adaptacion.

4.1.3. Etapa 3: Primer paso de adaptacion

Primera etapa de adaptacion, Imagen 13. En la parte superior de la imagen se
observan los cambios que tuvieron los seis distintos sistemas (con distintas
cantidades de biomasa inicial: 0.25, 0.30, 0.35, 0.40, 0.45 y 0.50 g/L de influente). La
disposicion de los vasos es izquierda a derecha con menor a mayor cantidad de
indculo, respectivamente. El principal cambio fue la coloracion de los vasos, los cuales
cambiaron de un color verde hasta uno amarillo, también fue observada bajo el
microscopio con un lente 10 X (parte inferior de la Imagen 13) donde se percibié que
el microrganismo de forma de espiral ces6 su crecimiento y disminuyé su poblacion,

por lo cual se pensoé que los microorganismos se lisaron.

Dia de inoculacion

“_In6culo 5 Evolucién - >Dia 9

Imagen 13. Primer paso de adaptacién en el agua del pozo de la PTAP cooperante

En esta etapa de adaptacién se midié el pH del agua de pozo cada 24 horas, durante
un periodo de 9 dias y con los datos obtenidos se realizé una grafica de los valores
de pH con respecto de los dias del experimento (Grafica 1). Se graficé para cada una

de las distintas cantidades de biomasa colocadas en los seis vasos de precipitados
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de un litro. Los resultados de cambio del pH respecto a los dias para cada uno de los

escenarios se muestran en la Gréafica 1.

. /\*
y __7_)_,_—-.__"'

Inéculo base humeda:

——0.25 g/

Valor de pH

0.30 g/L
0.35g/1

0.40 g/1

——0.45 g/I

—8—0.50 g/l
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Tiempo en dias

Gréfica 1. Comportamiento del pH de acuerdo con las distintas cantidades de biomasa inicial en g/L

en un periodo de nueve dias

Los sistemas tuvieron un incremento de pH a pesar de la muerte celular del
microorganismo predominante. Al analizar las muestras bajo el microscopio, Olympus
CH30, se observo la presencia de otro microorganismo de morfologia esférica
completamente distinto a la cepa inicial, el cual tenia forma de espiral alargada.
Entonces, el microorganismo que al inicio estaba de forma predominante en el medio

Zarrouk con fertilizante no sobrevivio a las condiciones que tenia el agua de pozo.

La biomasa algal resultante, de los seis vasos y los nueve dias, se recuperd en un

filtro de celulosa, se centrifugdé y se sometié a un segundo ciclo de adaptacion. Se
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realizo este procedimiento debido a que el microorganismo mantuvo la tendencia de

aumentar el pH.

4.1.4. Etapa 4: Segundo paso de adaptacion

En este segundo paso de adaptacion se observé el desarrollo del nuevo

microorganismo.

De igual forma que en las etapas anteriores, el parametro cualitativo para identificar
la proliferacion exitosa se manifestd por la evolucion de la coloracion del sistema,
como se muestra en la Imagen 14. Conforme avanzé este periodo de adaptacion, la
coloracion de los vasos se torn6 nuevamente a un color verde. Adicionalmente, al

observar la poblacion bajo el microscopio, las células del microorganismo

sobreviviente aumentaron considerablemente. Su forma era esférica.

" L L
— ) -
R ——— SR
Dia 14 |,

Imagen 14. Segundo paso de adaptacion del microorganismo sobreviviente

En este segundo paso de adaptacion se observd un aumento de la concentraciéon
celular y un cambio de la coloracion de manera cualitativa hacia el verde (presencia
de clorofila), mientras que cuantitativamente se determiné un aumento del pH, lo que

permite inferir un consumo de nutrientes y una proliferaciéon del microrganismo.
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Como resultado de este segundo paso de adaptacion, se favorecio el crecimiento
celular y consecuentemente la obtencion de biomasa viable, aunque no suficiente por
lo cual se realiz6 la etapa 5. La etapa siguiente se generd biomasa viable para las

etapas 6 y 7, donde se us6 el segundo lote de agua de pozo.

4.1.5. Etapa 5: Generacion de biomasa viable

Para la quinta etapa se centrifugaron las biomasas algales de los seis vasos y con
ella se reinocularon nuevamente seis vasos con un litro de agua de pozo, todas con
un indculo de 5 g/L base humeda. Se siguié el comportamiento mediante su pH. Dicho
experimento tuvo una duracion de siete dias, donde a partir de este tiempo ya no se
observaron cambios significativos en el valor de pH.

A continuacion, en la Imagen 15, se muestra la evolucion de la coloracion. A medida
gue avanzan los dias, el paso de la luz disminuye y la coloracion verde se vuelve
intensa. Para medirla se implement6 la determinacion de la densidad Optica de los

sistemas a una longitud de onda de 550 nm.

Imagen 15. Quinta etapa. Generacion de biomasa y repetitividad de la modificacion del pH de

acuerdo con la biomasa inicial de cinco gramos base humeda

Los resultados del seguimiento del pH se muestran en la Grafica 2 y la curva patrén
para la medicién de la densidad Optica se muestra en la Grafica 3, que se realizé por
medio de los SST tomando 10 mL del sistema con biomasa inicial de 5 g/L. La curva
patron se construyd en un inicio para cuantificar la cantidad de microorganismos en

los experimentos.
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Gréfica 2. Modificacién del pH (promedio de los seis vasos inoculados con 5.0 g/L BH) con respecto

del tiempo en dias y su desviacion estandar de los datos por triplicado

El comportamiento del experimento fue el siguiente, el pH aument6 un 21.76% con
respecto del pH inicial que fue de 8.27. Por otro lado, con la biomasa generada en
esta prueba, se realizé la medicion de SST en los recipientes determinando la
densidad Optica a diferentes diluciones de la biomasa para generar la curva de
absorbancia (ABS) a una longitud de onda de 550 nm vs. los SST. Con esto se obtuvo
una metodologia reproducible para cuantificar la biomasa para experimentos futuros.

) y = 0.0007x+0.0008
Curva patron R?=0.9918

0.035

0.03

o
o
)
5

0.02

0.015

Absorbancia (A)

0.01

0.005

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Concentracion SST (mg/L)

Grafica 3. Curva patron para la evaluacién de la concentracién de biomasa algal como densidad

Optica, realizada a 550 nm
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La relacion entre las dos variables fue lineal y esta representada por la ecuacion Y=
0.0007x+0.0008 con un coeficiente de correlacién r>= 0.9918. Por medio de esta
ecuacion se realiz6 la determinacion de la concentracion real de la biomasa en mg

SST /L en base seca.

A continuacién, la sexta etapa se realizdé para conocer la incidencia que tiene la
cantidad de biomasa inicial en el tratamiento del agua de pozo, donde se probaron

tres escenarios.

4.1.6. Etapa 6: Evaluacion de la cantidad de biomasa que dio estadisticamente los

mejores resultados

El objetivo principal de esta etapa fue identificar el escenario que manifestara los
mejores porcentajes de reduccién de las pruebas establecidas de monitoreo del
tratamiento del agua de pozo y también registrar el valor maximo de pH para saber si
este alcanzaba el requerido para la precipitacion de carbonatos, en un periodo de
siete dias. Los escenarios realizados fueron tres (por duplicado), con distintas
cantidades de biomasa inicial: 2, 3 y 5 g BH de biomasa algal, obtenida de

recolectarlas de los seis vasos de la etapa anterior, por litro de agua de pozo.

En esta etapa, como la anterior, la coloracién verde permanecié. Se observé que ya
no hubo un cambio de coloracién desfavorable, el cual se definié6 empiricamente por

una coloracion amarilla, indicando la falta de clorofila.

Las evaluaciones de las distintas pruebas de seguimiento se realizaron cada 24 horas
y con los datos obtenidos, para cada una de las pruebas, se construyeron las Graficas
4 a 9, donde se representaba el comportamiento de los tres distintos escenarios de
indculo inicial, es decir, escenario uno- 2.0 g/L, escenario dos- 3.0 g/L y escenario
tres- 5.0 g/L.

En primer lugar, se representd la evolucion del pH para los tres escenarios en la

Grafica 4.
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| Biomasa 2 g/L | | Biomasa 3 g/L | | Biomasa 5 g/L |
Dia | | Promedio | | o | | Promedio | | o | | Promedio | | [+ |
0 8.19 0.0071 8.19 0.0071 8.19 0.0071
1 8.84 0.0424 8.95 0.0071 8.91 0.0141
2 9.37 0.0071 9.38 0.0071 9.23 0.0000
3 9.46 0.0141 9.57 0.0212 9.60 0.0071
4 9.82 0.0071 9.78 0.0071 9.62 0.0000
7 10.09 0.0071 10.19 0.0212 10.16 0.0071,

Grafica 4. Comportamiento del pH (promedio) respecto a la cantidad de in6culo inicial

El pH en los tres escenarios aumenté de manera semejante; La biomasa de 3 g/L

alcanzo el valor més alto con un pH de 10.19, seguido del escenario de 5 g/L con un

valor de pH maximo 10.16 y, por ultimo, el escenario de 2 g/L con un pH de 10.09. El

analisis de varianza demostro, de acuerdo con la Tabla A-7.1 ubicada en el ANEXO

A7, con un 95% de confianza, que si hubo diferencia significativa entre los sistemas,

es decir, que la cantidad de biomasa colocada como inéculo afecto el valor de pH final

alcanzado.

La siguiente prueba analizada fue la de carbono organico total (COT), obteniendo el

comportamiento mostrado en la Gréfica 5.
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A diferencia del pH, para la prueba de COT no se buscé que el valor aumentara sino,

por el contrario, que disminuyera.
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Gréfica 5. Comportamiento del valor de COT con las distintas cantidades iniciales de biomasa

El comportamiento de los tres escenarios fue desfavorable debido a que en los tres
casos aumenté. El escenario de 3.0 g/L de biomasa algal inicial fue el que tuvo el
mayor aumento, de 69.98 mg COT/L de diferencia con el valor inicial, mientras que
los otros dos sistemas de 2.0 y 5.0 g/L tuvieron una diferencia de 62.48 y 53.58 mg/L
de COT, respectivamente, con el valor inicial (de 66.92 mg COT/L). Esto podria indicar
que la biomasa prefiere el carbono inorganico. Este hallazgo da la pauta para

continuar la investigacion.

En todas las demas pruebas, excluyendo el pH, se busc6 una disminucién en sus
valores, que significara una remocion en los contaminantes con la biorremediacion.
La DQO tuvo un comportamiento de remocion favorable en los primeros dias de
tratamiento. En la Gréfica 6 se presentan las modificaciones de los valores de la DQO

con el tratamiento.

El comportamiento que tuvo la biorremediacion en los tres escenarios es variable, ya

gue es favorable en los primeros dos dias de tratamiento y también desfavorable a
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partir del tercer dia. A pesar de ello, el enfoque en el intervalo donde el tratamiento es

favorable es un hallazgo importante.
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| Biomasa 2 g/L ‘ | Biomasa 3 g/L | | Biomasa 5 g/L |
Dia | | Promedio | | o ‘ | Promedio ‘ | o | ‘ Promedio | | o |
0 171.00 11.79 171 11.79 171.00 11.79
il 64.00 18.86 77 9.43 110.67 51.85
2 112.33 2.36 104 18.86 90.67 9.43
3 254.00 47.14 274 51.85 292.33 11.79
4 252.33 7.07 254 4,71 237.33 0.00
7 354.00 33.00 367 9.43 470.67 4,71,

Gréfica 6. Comportamiento de la prueba DQO respecto a los dias con los distintos tratamientos de

biomasa inicial

Los porcentajes de reduccion de cada uno de los sistemas fueron de 62.57, 54.97 y
46.98%, respectivamente, para cada una de las cantidades iniciales de biomasa de
2, 3y 5 g/Ly la dispersiéon de dichos valores (cuando el porcentaje de reduccién es
mayor) tiene poca variabilidad, lo que indicaria reproducibilidad. Adicionalmente, se
realizd un andlisis de varianza (Tabla A-7.2. ubicada en el ANEXO A7) que indica que
no hubo diferencia significativa entre las medias de los tres escenarios para los
valores donde hubo mayor reduccion. Por otro lado, desfavorablemente, los valores
de DQO aumentaron y al dia final del tratamiento aumentaron 107, 114.62 y 175.24%,

respectivamente.
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Otra prueba realizada fue la dureza total. Dicho comportamiento se muestra en la

Grafica 7, donde el mayor grado de remocion significativo se vio hasta el ultimo dia

de estudio.
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| Biomasa 2 g/L | ‘ Biomasa 3 g/L | ‘ Biomasa 5 g/L. |
Dia ‘ | Promedio | | o | ‘ Promedio ‘ | o | | Promedio ‘ ‘ o |
0 752.98 499 752.98 499 752.98 4.99
1 809.46 4.99 811.81 0.00 801.22 4,99
2 755.33 0.00 748.27 0.00 758.86 4.99
3 778.86 4,99 762.39 0.00 755.33 0.00
4 800.04 4,99 797.69 0.00 790.63 0.00
7 524.72 0.00 516.58 0.00 494,22 2.88

Gréfica 7. Comportamiento de la dureza total de los tres distintos sistemas de biomasa inicial

Como puede observarse en la grafica anteriormente expuesta, se muestra una
disminucién en el segundo dia del escenario 2, es decir, con 3 g/L de biomasa inicial,
sin embargo, la mayor reduccion obtenida fue hasta el dia 7 para los tres escenarios.
Los porcentajes de reduccion, partiendo desde el primer dia hasta el ultimo dia de
estudio, fueron de 30.31, 31.39 y 34.36%, respectivamente.

El tratamiento que tuvo un mejor desempefio fue el escenario tres, con 5.0 g/L BH de
biomasa inicial. Este cumple con el limite maximo permitido de dureza total que
menciona la NOM 127-SSA1-2021 (DOF, 2022), el cual tiene un valor de 500
mg CaCOs/L. En cuanto al andlisis de varianza, ANDEVA (Tabla A-7.3 ubicada en el
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ANEXO A7), indica que al menos una es diferente y, por lo tanto, el resultado si es

dependiente de la cantidad de inéculo que se coloque.

La penultima prueba que se realizd con el biotratamiento fue la de cloruros [mg CI7/L]

la cual se expone en la Gréfica 8.
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Tiempo en dias
‘ Biomasa 2 g/L ‘ ‘ Biomasa 3 g/L ‘ | Biomasa 5 g/L ‘
Dia | | Promedio || o  Promedio | | -  Promedio | | o |
0 726.39 5.57 726.37 5.57 726.39 5.57
1 703.89 0.00 703.89 0.00 703.90 13.64
2 747.29 6.82 747.29 6.82 742.46 0.00
3 747.29 6.82 761.75 0.00 752.11 0.00
1 809.96 13.63 805.14 6.82 790.68 0.00
7 930.49 6.82 983.52 0.00 954.59 0.00,

Gréfica 8. Comportamiento del contenido de cloruros dependiente de los tres sistemas de biomasa

inicial

En el dia uno, los escenarios tuvieron un comportamiento favorable, donde los tres
escenarios redujeron 3.09% de su valor inicial. En los dias posteriores hubo un
aumento en el contenido de cloruros. De acuerdo con al analisis de varianza
correspondiente (Tabla A-7.4 ubicada en el ANEXO A7) indica que no hubo diferencia
entre los tratamientos, por ende, la cantidad de biomasa que se coloque (ya sea 2, 3

0 5 g/L) estaria dando el mismo resultado.

Por ultimo, se analizé el comportamiento que tuvo el tratamiento con la prueba de

nitrégeno amoniacal. En la Grafica 9 se muestra este comportamiento. En la grafica
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se muestra que el escenario de 5 g/L tuvo éxito, con la reduccion del 100% de
nitrogeno amoniacal en el dia 2 y en el dia siguiente, dia 3, todos los sistemas tuvieron

el 100% de remocion de nitrbgeno amoniacal.
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| Biomasa 2 g/L. ‘ l Biomasa 3 g/L | ‘ Biomasa 5 g/L |
Dia ’ I Promedio ‘ | o ‘ } Promedio | ’ o | I Promedio ‘ ’ o |
0 21.68 0.32 21.68 0.32 21.68 0.32
1 5.74 0.39 4.65 0.39 0.41 0.19
2 1.09 0.00 0.55 0.00 0.00 0.00
3 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
4 0.82 0.39 0.55 0.00 137 0.39
7 6.83 0.39 8.20 0.00 4.10 eas

Gréfica 9. Comportamiento del valor de nitrégeno amoniacal con las tres distintas cantidades de

biomasa inicial

Para determinar la cantidad de biomasa algal que se utilizaria como inéculo para la
siguiente etapa se hizo la Grafica 10. Esta muestra los porcentajes de reduccion
maxima dentro del periodo de los 7 dias de tratamiento. Complementario a la Grafica
10, se sintetizé la informacion en la Tabla 10, con los valores minimos obtenidos de

las pruebas y los dias donde se lograron dichos valores.
Para el valor de pH, el escenario 2 fue el que tuvo el aumento mas significativo.
Después, para la DQO no hubo diferencia significativa entre el comportamiento de los

escenarios. Para la dureza, si hubo diferencia significativa y el escenario que tuvo un
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mejor porcentaje de reduccion fue el escenario 3. En el caso de la prueba de cloruros,

los tres escenarios no tuvieron diferencia significativa y, por ultimo, para el nitrdgeno

amoniacal los tres escenarios tuvieron un porcentaje de reduccion del 100%, aunque,

en dias y periodos distintos, siendo el escenario 3 el 6ptimo.

Porcentaje de reduccion

00

62.57%

Dao

30.31% 31.40%

Dureza total

Cloruros Nitrégeno amoniacal

® 2090 @ 3000

5.0 gromos

Cantidad de indculo inicial

Grafica 10. Porcentaje de remocién maximo dentro de los 7 dias de tratamiento de las pruebas de

DQO, dureza total, cloruros y nitrdgeno amoniacal

Tabla 10. Valores maximos de remocion obtenidos en las pruebas con los tres distintos tratamientos

y su cumplimiento con la normativa

Prueba Valor Agua Valor obtenido/dia
permisible de
pozo 2 g/L base 3 g/L base 5g/L base
hdmeda humeda himeda
pH 652851 | 8.18 10.09 10.19 10.16
Cloruros <2502 726.39 | 703.89/Dial | 703.89/Dial | 703.90/ Dia 1
[mg CI/L]
Dureza <5001 752.98 | 524.72/ Dia7 | 516.58/ Dia7 | 494.92/ Dia7
[mg CaCOs/L]
Nitrégeno
amoniacal <0.5* 21.68 0/ Dia 3 0/ Dia 3 0/Dia2y3
[mg N-NHa3/L]
DQO <10 (E)®
[mg O2/L] 2020 % 171.0 | 64.0/Dia 1l 77.0/ Dia 1 90.67/Dia 2
40-200 (C)
>200 (FC)

T NOM-127-SSA1-2021 (DOF, 2022)
2 NOM-127-SSA1- 1994 (DOF, 2000)

3 CONAGUA-SEMARNAT (2009)
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También, se realiz6 la determinacion de alcalinidad, pero el valor aumentaba ya que
el consumo de los contaminantes por el microorganismo tiende a aumentar el pH vy,
por ende, la produccién de grupos hidroxilo que afectan a esta determinacion. Al final
del estudio se esperaba que al retirar la biomasa el valor de alcalinidad disminuyera,
pero no sucedio asi. Este es otro punto que debera estudiarse en investigaciones

futuras.

Adicionalmente, se calcul6 la velocidad especifica para cada uno de los escenarios.
Para ello se graficé la concentracion de biomasa algal con respecto del tiempo y se
identifico la fase de crecimiento exponencial. Posteriormente, se grafico el logaritmo
natural del cambio de concentracion de la biomasa algal con respecto del tiempo para

la linealidad del comportamiento y obtener la ecuacion de la recta.

En los escenarios 1 y 2, no se observaron fases de crecimiento exponencial. En el
escenario con 5 g/L si se observo la fase exponencial, por lo que los valores se
transformaron para un comportamiento lineal y se procedio a obtener la velocidad o
rapidez especifica de crecimiento (). Esta es la pendiente, es decir, es la razén de
cambio de la biomasa con respecto al tiempo. De la ecuacion: y = 0.0112x + 0.0715,

esigual a 0.0112 bt

Para comprender mejor lo que significa esta velocidad especifica de crecimiento se
calculo el valor del tiempo de duplicacién, que expresa el tiempo medio de generacién

0 sea el periodo promedio de un ciclo completo de divisién celular. Este ultimo se

obtiene por medio de 22

, que dio un valor de 61.88 h, el cual representa el caso

donde la poblacién celular se duplica.

4.1.7. Etapa 7: Valoracion del biotratamiento con nuevas condiciones

En la etapa anterior se realiz6 un analisis de la cantidad de in6culo adecuada para

obtener los mejores resultados. Dicho analisis fue presentado en la Grafica 10 y, de

acuerdo con esto, la cantidad de inoculo idonea fue la de 5 g/L en base humeda.
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Adicionalmente, se implementé una estrategia para evitar que los valores de las
pruebas aumentaran, las cuales se pensO que se debian a la lisis de los
microorganismos. Esta implementacion se realizé conforme a lo reportado por Safi et
al., en el 2014, quienes mencionan que mantuvieron el porcentaje de reduccién de
nitrdgeno amoniacal al 100% realizando cuatro ciclos consecutivos de 48 h. Por ello,
una vez implementado el sistema, la biomasa se lavaba pasadas las 48 h hasta
realizar un total de cuatro lavados. En cada lavado la biomasa se centrifugaba a 3000
rpm durante 15 minutos y se colocaba de nuevo el sistema con 5 g/L de agua de pozo.

En la Imagen 16 se muestran los vasos donde se realiz6 el tratamiento. Es importante
mencionar que se tomaban muestras solamente del primer vaso para ser analizadas
y los dos vasos restantes servian de reserva para mantener el volumen de un litro del

primer vaso.

400 — &%

500 — 5%

Imagen 16. Séptima etapa, implementacion de cuatro ciclos consecutivos de 48 horas

Se graficaron los datos obtenidos de las pruebas (pH, cloruros, dureza, nitrégeno
amoniacal, DQO y COT) y con ellos se hicieron las Graficas 11 a la 16. En ellas se
muestra la evolucidén de los valores con respecto al tiempo en dias, donde pudo
observarse como disminuian y aumentaban con respecto de los valores permitidos.
De acuerdo con las Graficas 11 a 16, el nitrbgeno amoniacal alcanzé un porcentaje
de reduccion del 100% y se logré6 mantener asi durante los cuatro lavados de 48 h.
En el caso del carbono organico total no se logré una reduccién como ya habia
ocurrido en la Etapa 6. En cambio, aumentd con respecto del valor inicial. En el caso
de la DQO se tuvo una reduccion hasta el tercer lavado y para cloruros y dureza se
obtuvieron porcentajes de reduccion del 1.43 y 13.94%, respectivamente, ambos en

el segundo lavado.
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144 10.01 10.02 9.99 10.01 0.02
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a

Gréfica 11. Comportamiento del pH con los cuatro lavados consecutivos de la biomasa algal de 48
horas
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26 655.68 665.32 665.32 662.11 5.57
144 723.18 713.54 723.18 719.97 5.57
192 761.75 781.03 761.75 768.18 19593

Gréfica 12. Comportamiento de los valores de cloruros respecto a los cuatro lavados de biomasa

algal de 48 horas cada uno
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Grafica 13. Comportamiento de los valores de dureza total respecto a los cuatro lavados
consecutivos de la biomasa algal de 48 horas
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Gréfica 14. Comportamiento de los valores del nitrégeno amoniacal a lo largo de los cuatro lavados

consecutivos de 48 horas de la biomasa algal
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Gréfica 15. Comportamiento de los valores de DQO respecto a las horas donde se realizaron los

lavados de biomasa algal
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Gréfica 16. Comportamiento de los valores de COT respecto a las horas donde se realizaron lavados

de la biomasa algal
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Para comprender mejor el comportamiento de los valores obtenidos se tabularon
(Tabla 11) para compararlos considerando su reduccién en las pruebas realizadas de
la etapa 7 y su cumplimiento con la normativa, ademas del dia en el cual se obtuvieron

dichos valores.

Tabla 11. Valores obtenidos en las pruebas con el biotratamiento, con cuatro lavados cada 48 horas

consecutivos y su cumplimiento con la normativa

Prueba Valor Normatividad | Aguade | Lavado | Lavado Lavado | Lavado
permisible pozo 1 2 3 4
pH 6.5a8.5 NOM-127- 8.22 9.24 9.70 10.01 10.10
SSA1-2017
Cloruros [mg <250 NOM-127- 671.75 | 694.25 | 662.11 | 719.97 | 768.18
Cl/L] SSA1-1994
Dureza <500 NOM-127- 447.44 | 410.83 | 385.06 | 402.69 | 416.25
Nitrogeno <0.5 NOM-127- 21.86 0 0 0 0
amoniacal SSA1-2017
[mg N-NHa3/L]
DQO <10 (E) 220.66 | 206.77 | 195.11 194.0 259.55
[mg O2/L] 2929 EE\; CONAGUA-
40-200 (C) SEMARNAT
>200 (FC) 2009
COoT 0.1- 25
[mg COT/L] En agua Godoy, R. 56.18 60.91 61.25 69.76 83.76
residuales 2021
>100

E) excelente calidad, (B) buena calidad, (A) calidad aceptable, (C) contaminada y (FC) fuertemente

contaminada

Los valores que entran dentro de las especificaciones de la normativa son dureza y

nitrdgeno amoniacal.

Adicionalmente, se realizo el calculo para determinar la velocidad especifica de

crecimiento del microorganismo.

Se obtuvo la siguiente ecuacion de la recta: y = 0.0089x — 0.0301 , donde la pendiente
de esta linea recta es la velocidad especifica de crecimiento (i) 0.0089 h~! y el tiempo

de duplicacién es de 77.88 h.

Después de obtener el panorama de la biorremediacion con el microorganismo

presente en esta y la etapa anterior, se realizo la identificacion de este, en la Etapa 8.
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4.1.8. Etapa 8: Identificacion del microorganismo

En la primera etapa de adaptacién se observo la persistencia de un microorganismo,
gue sobrevivid a las condiciones del agua de pozo. Este microorganismo pudo
observarse dentro del consorcio en las etapas uno y dos, aunque no de manera

predominante.

La primera identificacion realizada fue fenotipicamente, donde se buscaron perfiles
de microorganismos que se adecuaran a la especie vista bajo el microscopio y de
aguellas encontradas en condiciones ambientales similares. La morfologia observada
fue la de un microorganismo esférico y de color verde. De acuerdo con estos
parametros se encontré una especie la cual fue Chlorella vulgaris, como se muestra

en la siguiente Imagen 17.

g

: Sons

Imagen 17. Comparacion visual de Chlorella vulgaris; 1A- C. vulgaris KNUAQO27 vista bajo

microscopio a 1000 x (Ji Won Hong, Japdn) y 1B- Biomasa vista bajo microscopio 10 x

Con dicha premisa, se realiz6 un estudio donde se llevo a cabo la purificacion de
proteinas de alta pureza con fenol basico (Imagen 18) para obtener el perfil de
proteinas de la biomasa y compararlo con dos especies en una base de datos. Las

especies fueron Arthrospira maxima y Chlorella vulgaris.
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Imagen 18. Purificacion de proteina de alta pureza con fenol basico: A- Gramo de muestra procesada

con el homogeneizador manual; B- Obtencién de la fase organica que se depositd en un tubo de 50
mL nuevo; C- Sobrenadante de las proteinas; D- Extractos de proteina y fragmentos de otras
biomoléculas; E- Obtencion de la pastilla de precipitado

El resultado del recuento del perfil de proteinas de la biomasa con la base de datos
arrojo la concordancia total con el perfil de Chlorella vulgaris. En especifico, una
proteina determiné el resultado. Esta fue una parte de los fragmentos de actina de
Chlorella vulgaris con un 99% de seguridad ya que el equipo esta especializado para

no dar falsos positivos.

4.2. DISCUSION FINAL

La implementacion de la biomasa algal en la que predominé Chlorella vulgaris para el
tratamiento de agua de origen subterraneo fue favorable para la reduccion de ciertos
contaminantes, como el nitrégeno amoniacal y la dureza y que cumplen con lo
especificado en la normativa mexicana, NOM 127-SSA12021 (DOF, 2022). Los
limites maximos permisibles para la dureza y el nitrégeno amoniacal en la norma se
reportan como 500 mg CaC0s/L y 0.50 mg N — NH;/L, respectivamente.

En la Etapa 6 y 7 la dureza se encontré por debajo de lo que indica la norma, para el

tratamiento que utilizé 5 g/L de in6culo. En el caso del nitrégeno amoniacal todos los

escenarios obtuvieron valores de 0 mg N — NH,/L.
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Los valores de las pruebas de DQO y de cloruros no estan especificados en la NOM
127-SSA1-2021 (DOF, 2022). Sin embargo, los valores para la clasificacion de la
demanda quimica de oxigeno son de: < 10 mg /L como excelente, (10-20] mg/L buena
calidad, (20-40] mg/L aceptable, (40-200] mg/L contaminada y >200 mg/L fuertemente
contaminada (Conagua, 2009). Para la prueba de cloruros el valor maximo permisible
es de 250 mg Cl~/L, este ultimo de acuerdo con la NOM-127-SSA1-1994 (DOF, 2000).

El biotratamiento logroé reducir los valores de DQO para los tres escenarios en la Etapa
6 respecto a su valor inicial, pero clasificaron como agua contaminada, puesto que se
encontraron dentro del rango de 40 a 200 mg/L. En cuanto a los valores de cloruros

en las Etapas 6 y 7 no se cumplio con lo establecido por la normativa.

Histéricamente, la PTAP de Tlahuac usa cal para realizar el ablandamiento quimico
debido a la problemética que presenta por los valores elevados de dureza, una posible
solucion es la implementacion del biotratamiento con biomasa algal, donde predomina
Chlorella vulgaris, ya que puede lograr el remplazo de este reactivo, ser de menor

impacto ambiental y generar menores costos en el futuro.

A continuacion, se presenta el ultimo capitulo de esta tesis.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

De acuerdo con el objetivo general que era el de evaluar el desempefio de una
biomasa comercial en el tratamiento de agua de origen subterraneo mediante pruebas
de tratabilidad eliminando contaminantes especificos del agua puede concluirse que

se cumplio para dos pruebas de las seis implementadas para el seguimiento.

Las seis pruebas implementadas fueron pH, dureza, DQO, COT, cloruros y nitrdgeno
amoniacal. Hubo dos pruebas que mostraron una reduccién de los valores y las cuales
cumplieron con lo establecido por la normativa (NOM-127-SSA1-2021- DOF,2022),

las cuales fueron nitrégeno amoniacal y dureza.

De las cuatro variables restantes, dos de ellas, aunque mostraron reducciones

modestas, no cumplieron con lo establecido. Estas fueron cloruros y DQO.

La materia organica definitivamente debe ser abordada en otro estudio.

Para el caso del pH, también deben continuarse las investigaciones para elucidar lo

gue esta ocurriendo en el sistema.

Dentro de los objetivos especificos, con respecto del de la valoracién de la
adaptabilidad del in6culo mixto mediante pruebas de proliferacion para el tratamiento
de agua de origen subterraneo con alto contenido de dureza, alcalinidad, materia
organica y nitrégeno se obtuvo un microorganismo algal que logré alcanzar el objetivo
general con dos de las seis variables estudiadas. Esto también involucro el segundo
objetivo especifico al realizar las pruebas de tratabilidad del agua de origen
subterraneo utilizando diferentes concentraciones de los microorganismos viables

evaluando la reduccion de contaminantes especificos. Aunque las concentraciones
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reales no se calcularon porque se us6 base humeda, se establecié la metodologia

para que en futuras investigaciones se use siempre base seca.

Una vez reconociendo que el microorganismo predominante reduce dos
contaminantes del agua de pozo se identific6 mediante una técnica de purificacion de
proteinas para que, en futuras investigaciones, pueda aprovecharse este
conocimiento. Por medio de una purificacion de proteinas de alta pureza con fenol
basico y la comparacion de esta en una base de datos UniProt, se determin6 que el
microorganismo predominante se trataba de la conocida y muy estudiada alga
Chlorella vulgaris.

5.2. RECOMENDACIONES

Para complementacion de este proyecto se recomienda hacer un experimento con
biomasa de la cepa pura de Chlorella vulgaris, para comparar y controlar su
comportamiento en el agua de pozo. Ademas de usar el in0culo en base seca para

eliminar el sesgo que pudiese interferir en las mediciones de los monitoreos.

También se recomienda implementar evaluaciones complementarias a las ya
realizadas como DBO, sodio, oxigeno disuelto y pruebas sanitarias microbiolégicas,

por mencionar algunos.

Realizar modificaciones en las condiciones de experimentaciéon como el uso de una
luz de longitud de onda distinta, ya que esta puede cambiar los resultados obtenidos,
por ejemplo, la implementacién de luz roja (A 700 nm) propicia la proliferacién de C.
vulgaris y esto podria generar mejores resultados. Otra condicion seria la de

implementar distintas cantidades de inéculo y tiempos de lavado de biomasa.

En el caso de la biomasa algal que se genere del tratamiento, se sugiere realizar
estudios bromatolégicos para conocer la composicidon de sus macros y micronutriente
y saber si es idonea para la venta comercial como suplemento alimenticio o materia

prima para algun producto.
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ANEXOS

ANEXO 1. FUNDAMENTO Y METODO DE LAS PRUEBAS REALIZADAS EN LA

METODOLOGIA

Tabla Al. Fundamento y método de las pruebas realizadas en la metodologia

Prueba Fundamento Método

pH El pH definido por Sorensen como: - Electroquimico- 4500 H* (4-95)
log[H*] Baird et al., 2017
Es el factor de “intensidad” de la acidez

Alcalinidad Es la capacidad que tiene el agua para Valoracion- 2320(2-37)
neutralizar acidos Baird et al., 2017
Es la suma de todas las bases
valorables
pH de punto final empleado 4.5

Dureza Es la suma de las concentraciones de Valoracion con EDTA- B.10
calcio y magnesio NOM-127-SSA1-2021

CoT Consiste en multiples compuestos Combustion a altas
organicos en varios estados de temperaturas 5310 (5-26)
oxidacion, las cuales deben de ser Baird et al., 2017
convertidos a CO: (especificamente
NPOC)

DQO Cantidad de equivalentes o gramos de Reflujo cerrado, método
agente oxidante gastados en la colorimétrico 5220 (5-21Baird
oxidacién de los compuestos presentes et al., 2017
en la muestra

N-NHs Esta presente de forma natural en los 4500-. Destilacion preliminar
cuerpos de agua como producto de la (4-114) Valorimétrico (4-116)
degradacion de la materia organica e Baird et al., 2017
inorganica

Cloruros En la forma de CI" es uno de los Argentométrico 4500-Cl" (4-75)

principales aniones inorganicos
presentes en agua potable y residual

Baird et al., 2017

ANEXO 2. REACTIVOS UTILIZADOS PARA LA REALIZACION DE LAS PRUEBAS
DE MONITOREO EN LA METODOLOGIA

En la Tabla A2, se describen los reactivos utilizados y fueron los descritos en los

métodos de acuerdo al anexo anterior (ANEXO 1).
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Tabla A2.

Reactivos utilizados para las pruebas de monitoreo de la biorremediacion

Reactivos para uso...

Comun Dureza CoT DQO N-NH3 Cloruros
Agua CaCO0;4 H,S0, H,S0, Na,B,0, AgNO;
desionizada 10H,0
Extran HCl HNO5 al HgSO0, NaOH NaCl
30%
NaOH CgHsKO, K,Cr,0, H;BO5 K,CrO0,
Rojo de AgSO, H,S0,
metilo
KHCgH,0, NaCO05

ANEXO 3. MATERIALES UTILIZADOS PARA LA REALIZACION DE LA

METODOLOGIA

Los materiales utilizados en la metodologia fueron los siguientes:

Tabla A3. Materiales volumétricos, no volumétricos, de uso especifico, y de soporte y sostén

Tipo de material

Nombre

Uso

Volumétrico Bureta de 25.0 mL Valoraciones
Matraces aforados 25.0 mL, Diluciones
50.0 mL
Pipetas 5.0 mL, 10.0 mL Alicuotas
No volumétrico Vaso pp 25 mL, 50 mL, 1000 | Disolver y contener com-
mL ponentes

Matraz Erlenmeyer 250 mL

Contener muestra

Probeta 50 mL

Medir volimenes

Pipeta Pasteur

De uso especifico

Tubos Bichi Destilacion con sosa
Pinzas para tubos Buchi Sostén del tubo caliente
Tubos Hach Para determinacion DQO
Tubos COT Para determinacion COT
Propipeta Traspasar liquidos

Charolas de aluminio

Para secar la muestra y
reactivos

Celdas de cuarzo

Medicion de densidad 6p-
tica

Embudo de vidrio o Blichner

Filtracion de influente

Piseta

Para el agua desionizada

Papel filtro celulosa de 11 pm

Para lavados

De soporte y sostén

Soporte universal

Para la bureta y embudo
de vidrio
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ANEXO 4. EQUIPOS UTILIZADOS PARA LA REALIZACION DE LA
METODOLOGIA

Tabla A4. Equipos utilizados en la metodologia y el uso que se les dio

Equipo

Uso

Potenciémetro Thermo Scientific, Orion 2
Star

Medicién de pH
Medicion del punto de equivalencia en la
prueba de alcalinidad

Agitador magnético, modelo 4802-00
COLE-PARMER

Agitacion en valoraciones
Agitacion disoluciones

Balanza analitica, OHAUS ® Pioneer

Uso comun, pesar muestra, biomasa y
reactivos

TOC-Vscn Shimadzu

Determinacion de carbono orgéanico total

Estufa

Secado de biomasa
Reaccion de DQO a 148 °C

Espectrofotometro EP-UV 1000. DIAB

Medicion de DQO a 600 nm
Medicion de densidad 6ptica a 550 nm

Vortex

Mezcla de tubos para DQO

Bichi para destilacion unidad K-350

Destilacion basica para N-NH3

Balanza granataria

Masa de tubos Falcon y canastillas de
centrifuga

Centrifuga SOL-BAT

Separacion de biomasa-influente

Jartester, PB-700. Phipps & Bird

Ciclos

Microscopio, Olympus CH30

Revision de morfologia del microorga-
nismo
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ANEXO 5. DIFERENTES MEDIOS SELECCIONADOS PARA EL
CRECIMIENTO DEL CONSORCIO COMERCIAL

» Medio de cultivo Zarrouk (Shi et al., 2016):

El medio Zarrouk es utilizado tradicionalmente para el cultivo de cianobacterias del
género Arthrospira (Zarrouk, 1966, citado por Romero et al., 2017). Su composicion

es la siguiente.

En g/L. NaHCO4, 1680; NaCl, 1.00; KH,PO,, 0.41; K,S0,, 1.00; MgS0,7 H,0, 0.20;
CaCl,2 H,0, 0.04; FeS0,7 H,0, 0.01 y Na,EDTA, 0.08., adicién de elementos traza, 1.0
mL solucion A ¢y 1.0 mL de la solucion B ¢

La solucion de elementos traza A tiene, en g/L, H3;BO;, 2.86; Mo0O5;, 0.01;
ZnS0,7 H,0, 0.022; CuS0,5 H,0, 0.08.

La solucién de elementos traza B , tiene, en g/L, NH,V 05, 22.90; NiS05 7 H,0, 47.80;
Nawo0,, 17.90; Ti,(50,)3, 40.00; Co(NO5).6 H,0, 4.40.

Se prepararon las soluciones de elementos traza A y B Yy se cultivd en este medio de
Zarrouk el in6culo comercial (FitoMix) pero, no prolifer6 ningan organismo. Los
microrganismos que se encontraban en suspension en el in6éculo tomaron una tonalidad
amarilla y al observar en el microscopio una muestra no se encontré ninguna Arthrospira

maxima.

Por recomendacion del asesor, en vez de preparar las soluciones Asy Be se adicion6 un
fertilizante comercial del que la etiqueta sefiala que contiene una proporcion 17% de
fésforo como P20s, 17% de potasio como K20 y 17% de N (que no existe, por lo que
se ignora en qué formulacion quimica esta el nitrégeno). La Figura A-5.1 presenta una
fotografia del saco de fertilizante. A este medio modificado con el fertilizante se le

denominé Medio Zarrouk con fertilizante.

A continuacion, se describen los otros dos medios. El primero de ellos se tomé de una
tesis profesional de la Universidad Autbnoma de San Luis Potosi y aparece como

medio de cultivo Zarrouk modificado (Silos, 2021). El segundo de ellos también
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procede de esta tesis y alli aparece como medio de cultivo Conway. Este es un medio

de cultivo clasico utilizado para cultivar microalgas en fotobiorreactores. Las Tablas
A-5-1y A-5.2 presentan su composicion.

i

= COMPORICION GitAzADA:  cunn
Elen'ielét‘ PES)/ PESO

Nghoolga () -

lizante de
1&“8(0' pora A 'l‘ Rséb—ﬁ\lﬁO:’lV“U”

: ' ’ ENCIA INDETERN‘HN&H‘,-V
E\ ‘“‘d‘n tl):‘?DETERMlNEU VALIDATION

Figura A-5.1. Fertilizante comercial empleado en los experimentos adicionando 10 g en 2

litros de medio de cultivo de Zarrouk sin las soluciones de elementos traza

Tabla A-5.1. Medio de cultivo Zarrouk modificado (Silos, 2021)

MgSO4.7H20 NaCl | NaHCOs KNO3 DAP K2SO4 CaO Hierro Oligoele
(Difosfato mentos
de amonio)

0.2 5.0 8.0 2.0 0.1 0.1 0.007 0.1 0.05

Tabla A-5.2. Medio de Cultivo Conway

NaNOs EDTA | HzBO3 (NHy) ZnCl> MnClz CoClz CuSOa NaH2POQO4 - H20
» MoO, .
100.0 | 45.0 | 33.6 2.1 2.1 0.36 2.1 2.1 20.0

Generalmente este medio se utiliza para cultivos masivos (Zarrouk, 1996, citado

por Rojas et al., 2012), hay otras variantes como el descrito por Rojas et al., 2012, a
continuacion:
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Nutrientes/Solucion MI (g/L)
NaHCO4 8.4
NacCl 5
KNO; 0.8
(NH,),HPO, (mL/L) 0.35
EDTAFe (mL/L) 0.16
MgSo, 0.02

Medio de cultivo RM6

“El medio RM6 es 73% mas econdmico que el medio Zarrouk. El medio RM6, el cual
es de bajo costo y es comparable con el medio de Zarrouk en cuanto al rendimiento
de biomasa y contenido de AG de interés, asi como el contenido de clorofila en los
cultivos de A. maxima” (Silos, 2021):

MgSOa4.7H20 NaCl NaHCOs3 NaNOs NaHCOs KCI Super fosfato
simple
0.15 0.5 0.04 2.5 8.0 0.898 1.25
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ANEXO 6. CURVA PATRON DE LA DENSIDAD OPTICA MEDIDA A 550 nm

Para construir la curva patrén de la densidad 6ptica primero se realizo la determinacion de
SST. Se coloc6 un papel filtro de fibra de vidrio a masa constante y se coloco una suspension
de 10 mL de agua de pozo con biomasa algal, de igual forma se sec6 a 105°C hasta masa
constante. Una vez determinada la concentracion en mg/L se realizaron distintas diluciones

de la suspension de agua de pozo y biomasa algal. Obtenidas las diluciones se les realiz6 la

lectura a 550 nm en el espectrofotometro UV-Vis.

Dilucion _Ellime/t] _ BAIR: 550 nm Bl

0.5 en 25.0
1.0en 25.0
1.5en 25.0
2.0en 25.0
3.0en 25.0
4.0 en 25.0

5.2
10.4
15.6
20.8
Sila
41.6

0.006
0.008
0.011

0.0155

0.0235

0.0317,

Figura A-6.1.

0.035
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y = 0.0007x + 0.0008

R?=0.9918
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ANEXO 7. ANALISIS ESTADISTICOS DE LOS DATOS EXPERIMENTALES

Para los andlisis de varianza se parte de la premisa de:

HO. Todas son iguales

H1. Al menos una es diferente

Y el criterio Fc>Ft, entonces, HO se rechaza.

Tabla A-7.1. Andlisis de varianza para el pH de la Etapa 6

F.v SC g.l MC Fc Criterio | Conclusion
Tratamiento | 0.0105 2 5.25x1073 26.25 Fc>Ft Al menos
Error 0.0006 3 2x107% Ft, 95% una es
Total 0.0111 5 9.552 diferente

Tabla A-7.2. Andlisis de varianza para el DQO de la Etapa 6

F.v SC g.l MC Fc Decision | Conclusion
Tratamiento | 2309.29 2 1154.64 1.11 Fc<Ft Todas son
Error 3130.67 3 1043.55 Ft, 95% iguales
Total 439.96 5 9.552

Tabla A-7.3. Andlisis de varianza para la dureza total de la Etapa 6

F.V SC g.l. MC Fc Decision | Conclusién
Tratamiento 998 2 499 180.79 Fc>Ft Al menos
Error 8.28 3 2.76 Ft, 95% una es
Total 1006.28 5 9.552 diferente

Tabla A-7.4. Andlisis de varianza para cloruros de la Etapa 6

F.v SC g.l MC Fc Decision | Conclusion
Tratamiento | 1x1073 2 5x10°% 8.06x10°° Fc<Ft Todas son
Error 186.05 3 62.02 Ft, 95% iguales
Total 186.05 5 9.552
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ANEXO 8. DISPOSICION CONTROLADA DE LOS RESIDUOS DE ESTA
INVESTIGACION

Los residuos producidos en esta experimentacion no fueron tratados en el laboratorio,
se almacenaron de manera separada y sus contenedores fueron identificados con
etiquetas proporcionadas por las autoridades de la Facultad de Quimica para,
posteriormente, ser entregados a la Unidad de Gestion Ambiental de la propia

Facultad de Quimica de la UNAM (UGA), para su tratamiento y disposicion controlada.
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