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RESUMEN

Los sistemas microalga-bacteria han incrementado su popularidad desde las ltimas
dos décadas debido a su capacidad para remover tanto materia organica como
nutrientes de las aguas residuales a la vez que acumular lipidos al interior de las
células y proveer biomasa de alto valor agregado. Ademas, los sistemas con
microalgas y bacterias suponen una alternativa al alto gasto energético que llevan
consigo los sistemas por lodos activados en términos de aireacion ya que la esta se
lleva a cabo de manera fotosintética.

Los objetivos del presente trabajo fueron: 1) estudiar al sistema microalga-bacteria
y su eficiencia para remover materia organica y nutrientes de aguas residuales
municipales, 2) realizar ensayos con y sin indculo de micoralgas para conocer el
desempefio de éste sistema utilizando tres diferentes sustratos: agua residual
municipal, purines de cerdo y digestato anaerobio, 3) comparar éstos sistemas con
los mismos tres sustratos contra un sistema aerobio de lodos activados y 4) utilizar
purines de cerdo diluidos como sustrato para comparar el comportamiento del
sistema cuando se inocula con lodo activado y con un indculo de microalgas-
bacterias.

De éste trabajo se concluyd que los sistemas microalga-bacteria remueven
eficientemente la materia organica (hasta 85% para algunos casos) de diferentes
tipos de aguas residuales y sobretodo que remueven por medios de asimilacion una
gran cantidad de nitrogeno amoniacal (hasta 55 % en 4 dias y hasta 95 % en 7
dias). También se concluyd que no es necesaria la inoculacion de estos sistemas
con cepas puras ni consorcios de microalgas ya que éstas se desarrollan
naturalmente en los sistemas siempre y cuando las condiciones sean favorables. Las
microalgas crecidas en purines de cerdo tienen una mayor acumulacion de lipidos
al interior de las células (hasta 13 %) que cuando se crecen en agua residual
municipal o digestato anaerobio.

Palabras clave:

Microalgas, lodos activados, agua residual municipal, purines de cerdo, digestato
anaerobio.



ABSTRACT

Microalgae-bacteria systems have increased their popularity since the last two
decades due to their capacity to remove both organic matter and nutrients from
municipal wastewaters and accumulate lipids inside their cells providing added
value to the biomass. Besides, microalgae-bacteria systems provide an alternative to
the high energy consumption that activated sludge systems bring with them in terms
of mechanical aeration because aeration of these systems is carried out by
photosynthesis.

The objectives of this study were: 1) to elucidate the microalgae-bacteria system
and their efficiency to remove both organic matter and nutrients from municipal
wastewater. 2) To perform tests with and without microalgae inocula to determine
the performance of these systems using three different substrates: municipal
wastewater, piggery wastewater and anaerobic digestate. 3) To compare these
systems with the same three substrates against aerobic activated sludge systems.
And finally, 4) to use piggery wastewater from a different farm as substrate to
analyze and compare inoculation with activated sludge against a mature
microalgae-bacterial inoculum that was being grown in municipal wastewater.

From this work, several concussions can be made: 1) microalgae-bacteria systems
efficiently remove organic matter (up to 85 % for some cases) from different types
of wastewaters (different sources) and most of all, they can remove nitrogen by
means of assimilation (or fixation) (up to 55 % in 4 days and up to 95 % in 7 days).
It can also be concluded that no inoculation with pure stains or microalgae
consortia is necessary, not even mature microalgae-bacteria inoculum to start a
microalgae-bacteria systems as long as the conditions are adequate. Microalgae
cultivated in piggery wastewater have higher lipid accumulation inside their cells
(up to 13 %) than when they are grown in municipal wastewater.

Keywords:

Microalgae, activated sludge, municipal wastewater, piggery wastewater, anaerobic
digestate.
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1. INTRODUCCION

La gran cantidad de agua dulce que se utiliza para fines agricolas, municipales e industriales
resulta finalmente en grandes volimenes de aguas residuales con altos contenidos de materia
organica y nutrientes (nitrogeno y foésforo). El vertimiento de éstas a cuerpos de agua receptores
trae consigo diferentes problemas ambientales como pérdida de la biodiversidad en la fauna
acuatica, enfermedades en humanos causadas por la contaminacion de los cuerpos de agua
lenticos (Perez, 2001) y finalmente la eutrofizacion (Cai et al., 2013).

Diferentes especies de microalgas han sido utilizadas ampliamente para el tratamiento terciario
del agua por las remociones de nutrientes que se logran ya sea por asimilacion al interior de las
células (via bidtica) o por incrementos en el pH que no s6lo conducen a la precipitacion del
fosforo (en presencia de iones de calcio (Ca®") y la volatilizacion del ion amonio (NH4") como
amoniaco (NH3) (via abidtica), sino que también actlia como un sistema de desinfeccion ya que
los patdgenos no toleran éstos valores alcalinos de pH (Larsdotter, 2006).

El uso de sistemas biologicos con microalgas y bacterias heterotroficas aerobias como
tratamiento secundario a las aguas residuales domésticas fue propuesto desde 1957 por el
profesor Oswald y sus colaboradores (Oswald et al., 1957). Este sistema se basa en la
oxigenacion microalgal de una manera fotosintética evitando asi los altos costos energéticos para
la aireacién de reactores aerobios (Rosso et al., 2008), a su vez, las bacterias proveen a las
microalgas de diéxido de carbono (CO:) que es liberado al oxidar la materia orgénica.

Estos sistemas de tratamiento también tienen un potencial interesante en otros efluentes
industriales como por ejemplo la fase liquida proveniente de los residuos de granjas porcinas y
los efluentes liquidos provenientes de los digestores aerobios y anaerobios que son ricos en

nutrientes y con bajos porcentajes de materia organica (Baumgarten et al., 1999; Godos et al.,
2010)

El interés en retomar estos sistemas en la actualidad estd fundamentado en la importancia que
han cobrado las microalgas como una respuesta a la crisis energética mundial en materia de
biocombustibles, principalmente biodiesel por su alta acumulacion de lipidos. La produccion de
biodiesel tiene a la fecha, muchas limitantes (pretratamientos para el secado de la biomasa,
rompimiento de las paredes celulares, insumos quimicos para llevar a cabo la transesterificacion,
gran cantidad de materia seca para producir un litro de biodiesel, entre otras) que lo ubican en
una posicion desfavorable con respecto a los combustibles fosiles (Brennan and Owende, 2010).

Por ésta razon, las microalgas pueden ser utilizadas como otra alternativa a la crisis energética
mundial utilizando la biomasa para ser sometida a digestion y aprovechar el metano producido.
De ésta manera no s6lo hay un ahorro sustancial en el hecho de que no se necesita secar la
biomasa para llevar a cabo la digestion sino que tedricamente se espera que la productividad de
metano a partir de un sustrato de microalgas y bacterias sea mayor que la de un sustrato
unicamente con bacterias (lodo activado) por los altos contenidos de lipidos contenidos dentro de
las células de las microalgas (Amin, 2009; Golueke et al., 1957; Schenk et al., 2008)
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2. JUSTIFICACION

El crecimiento de las sociedades y las actividades humanas relacionadas a ellas, lleva consigo un
aumento significativo en la cantidad de aguas residuales descargadas dia a dia. En México se
vierten aproximadamente 235.1 m*/s de aguas residuales procedentes de centros urbanos y sélo
93.6m’/s de éstas, se tratan. A su vez, Unicamente un 30 % de las aguas residuales industriales
son sometidas a tratamiento. La Tabla 1 indica claramente que existe un déficit de plantas de
tratamiento en el pais que ayuden a disminuir la carga contaminante en los cuerpos de agua
receptores.

Tabla 1 Descargas municipales y no municipales - CONAGUA 2012

Centros urbanos (descargas municipales)

Aguas residuales 7.41 km®/afio (235.1m%/s)
Se recolectan en el alcantarillado 6.59 km?®/afio (209.1m%/s)
Se tratan 2.95 km?/afio (93.6m%/s)
Se generan 2 millones de toneladas de *DBOs al afio
Se recolectan en el alcantarillado 1.78 | millones de toneladas de DBOs al afio
Se remueven en los sistemas de tratamiento 0.65 | millones de toneladas de DBOs al afio
Usos no municipales, incluyendo a la industria:
Aguas residuales 6.7 km?/afio (212.6m%/s)
Se tratan 2 km?/afio (63.6m%/s)
Se generan 10.05 | millones de toneladas de DBOs al afio
Se remueven en los sistemas de tratamiento 1.3 millones de toneladas de DBOs al afio

*DBOs: Demanda Bioquimica de Oxigeno en 5 dias.

Para llevar a cabo el tratamiento de aguas residuales en general, los procesos biologicos aerobios
son los mas utilizados a nivel internacional. Casi un 60 % de los tratamientos biologicos
implementados en México son aerobios (CONAGUA, 2013). Tradicionalmente, el oxigeno
necesario para que la biomasa lleve a cabo la oxidacion de la materia organica, es introducido
mecéanicamente al reactor por medio de aireadores y difusores. Para llevar a cabo este proceso se
necesitan alrededor de 0.5 kilo Watts por hora (kWh) de energia eléctrica por metro cubico de
agua residual a tratar (Buitron y Pérez, 2011).

En la constante evoluciéon de los distintos procesos y tecnologias de tratamiento de aguas
residuales, es evidente que el interés fundamental reside en el hallazgo de sistemas con bajos
costos de operacidn y mantenimiento. Los sistemas anaerobios lideran en este sentido ya que
producen energia (en forma gaseosa como metano e hidrégeno) y tienen un costo muy bajo de
operacion ya que no requieren aireacion (Larsdotter, 2006).

El reto para los sistemas aerobios esta en la busqueda de un valor agregado al proceso y buscar
alternativas econdmicas para la aireacion de la biomasa. La fotosintesis microalgal ofrece una
alternativa para superar las limitaciones econdmicas de la aireacidon mecédnica ya que las

14|Pagina



microalgas liberan el oxigeno (O2) necesario para que las bacterias heterotroficas puedan oxidar
la materia organica y éstas proveen a su vez el CO que las microalgas requieren para llevar a
cabo la fotosintesis como se ilustra en la Figura 1.

Los sistemas microalga-bacteria como se presentan tedéricamente pueden ser una alternativa de
tratamiento de diferentes residuos liquidos (no unicamente aguas residuales municipales). Los
mejores candidatos serian aquellos que presenten cargas orgénicas relativamente bajas y altas
cantidades de nutrientes (nitrégeno y fésforo) como lo son por ejemplo los purines de cerdo y los
efluentes liquidos de los digestores anaerobios (digestato) que también han sido utilizados como
sustrato de este tipo de sistema por diferentes autores (Franchino et al., 2013; Godos et al., 2010;
Valdecantos et al., 2010).

El desarrollo de una investigacion que permita integrar un sistema de tratamiento de aguas
residuales de diferentes caracteristicas (agua residual municipal, purines de cerdo y digestato)
donde se logren eficiencias de materia organica y nutrientes sin necesidad de aireacidon mecénica
y que a su vez se produzca biomasa rica en microalgas puede dar una idea de la viabilidad de
estos sistemas, pues no s6lo hay un ahorro energético (consumo de los aireadores) sino que se
produce biomasa de alto valor agregado que resultaria en la produccion de metano.
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3. OBJETIVOS E HIPOTESIS

3.1.

Objetivo general

Evaluar la remocién de materia organica y nutrientes de aguas residuales municipales,
purines de cerdo y digestato anaerobio utilizando un consorcio de microalgas y bacterias.

3.2

3.3.

Objetivos especificos

Evaluar el crecimiento y la capacidad de remocion de nutrientes y materia
organica de un consorcio de microalgas sometido a diferentes concentraciones de
purines de cerdo y digestato anaerobio.

Evaluar el efecto de la inoculacion con microalgas sobre la remocion de nutrientes
y materia organica de tres diferentes tipos de agua residual.

Evaluar el desempefio en cuanto a remocion de contaminantes, produccion de
biomasa y concentracion de lipidos de un sistema inoculado tnicamente con lodo
activado y otro con un indculo microalga-bacteria y utilizando purines de cerdo
diluidos como sustrato.

Hipatesis

Un sistema de tratamiento de agua residual basado en microalgas y bacterias sera
capaz de remover materia organica y nutrientes eficientemente, sin necesidad de
inocularlo con microalgas.

Los sistemas microalga-bacteria pueden lograr capacidades de remocion de

materia organica similares a las obtenidas con sistemas de lodos activados
operados por lotes utilizando diferentes residuos liquidos como sustrato.
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4. FUNDAMENTO TEORICO

Las microalgas son microorganismos unicelulares foto-autotrofos (fuente de energia: Luz y
fuente de carbono: CO;) y se les atribuye el 50 % de la produccion fotosintética mundial.
Inicialmente, las microalgas se encontraban en cuerpos de agua Iénticos y mares, pues la
disponibilidad de CO, y nutrientes (N y P) procedentes de la atmdsfera y de los procesos de
oxidacién de materia orgénica llevada a cabo en los cuerpos de agua l6ticos se acumulaba en
estos receptores finales, ofreciendo las condiciones ideales para el crecimiento de las micro y
macroalgas (eutrofizacion).

Como se menciond anteriormente, en México existe un déficit alto de tratamiento de aguas y el
pequefio porcentaje de plantas de tratamiento que trabajan actualmente en el pais son bastante
precarias en cuanto a los pardmetros analizados (la mayoria de ellas s6lo se enfoca en la
remocion de solidos y materia organica medida como DBOs o como la Demanda Quimica de
Oxigeno (DQO)), por lo cual los nutrientes permanecen casi intactos al final del tren de
tratamiento. Como consecuencia, las aguas superficiales y subterrdneas que constituyen las
fuentes principales de abastecimiento de agua potable en el pais, han sufrido grandes deterioros.

Casos como Costa de Puerto Escondido y Puerto Angel, en Oaxaca y de las costas de Yucatan
(Perez, 2001), donde el vertido de efluentes con un tratamiento ineficiente o nulo, ha sido la
causa de la eutrofizacion de estos cuerpos de agua. Los efectos de la eutrofizacion se han
asociado también con enfermedades como el colera y la ciguatera por el consumo de mariscos y
peces contaminados por toxinas del fitoplancton (Poot-Delgado, 2010).

Los estudios de los usos biotecnologicos de las microalgas comenzaron con el interés en producir
biodiesel a partir de los lipidos acumulados por estos organismos los cuales reportan almacenar
hasta 10 veces mas que las plantas oleaginosas. Tienen ademas diversas ventajas en comparacion
con el cultivo de especies con potencial para producir biodiesel (como palma de aceite, girasol,
Jartropha curcas, higuerilla, etc) como son la no competencia con los alimentos, la posibilidad
de cultivo durante todo el afio, su rapido crecimiento, el no requerimiento de pesticidas, la
remocion de nutrientes en el agua que se utiliza como sustrato, entre otras (Borowitzka y
Moheimani, 2012).

La produccion de biodiesel tiene varias limitantes a la hora de pensar en un proceso a escala real,
pues tiene muchos pasos que finalmente se traducen en costos, y la principal limitante es que
s6lo se puede llevar a cabo con materia seca aumentando muchisimo el costo por litro de
biodiesel (Sialve et al., 2009).

El tratamiento de aguas residuales con microalgas y bacterias se ha estudiado desde hace mas de
50 afios, el profesor Oswald y sus colaboradores fueron los primeros en comenzar a escribir
sobre su disefio y aplicacion (Oswald et al., 1957).

El tratamiento de aguas residuales con algas y bacterias ofrece un alivio al estrés hidrico del
agua, pues para el cultivo de micro-algas se utilizan grandes cantidades de agua y las aguas
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residuales contienen suficientes cantidades de nutrientes evitando también el uso de aditivos
artificiales.

La implementacion de un consorcio estable de microalgas y bacterias para la degradacion de la
materia organica y remocion de nutrientes estd basado en la produccion de O, (gracias a la
fotosintesis microalgal) y éste es después utilizado por las bacterias heterotroficas como aceptor
final de electrones para degradar los contaminantes del agua (materia organica disuelta). En esta
simbiosis, el CO; liberado por las bacterias heterdtrofas es tomado por la microalga como fuente
de carbono durante la etapa de fotosintesis (Bahr et al., 2011) como se observa en la Figura 1.

El sistema de tratamiento con microalgas y bacterias es econdmicamente prometedor ya que el
principal gasto de las plantas de tratamiento aerobias convencionales es el altisimo consumo de
energia de los aireadores de estos tanques (Tchobanoglous et al., 2002) y las microalgas entrarian
a ser los proveedores de O del sistema y la energia la toman directamente del sol. Ademas, se
obtiene buena cantidad de biomasa que puede ser utilizada para diferentes propositos como son:
fuente de alimento para humanos, para animales, fertilizantes y mas importante aun, la
produccion de biocombustibles y biogas (Sialve et al., 2009; Wang et al., 2010).

Por esta razon, estos sistemas se han implementado no solo en aguas residuales municipales, sino
que también se ha estudiado su aplicacion en los desechos liquidos de animales como purines de
cerdo y otros residuos liquidos como el digestato, proveniente de la digestion de diferentes
procesos de depuracion de aguas o residuos (Franchino et al., 2013)

A} \ > Contenido de lipidos
o ]j;z\q dentro de las microalgas
o e
Influente /) Efluente
—— >
BIOMASA
.| (Alto valor agregado )
Nutrientes MET ANO
HIDROGENO

Figura 1 Principio de simbiosis entre algas y bacterias para el tratamiento de agua residual, modificada de
(Suetal., 2011a).

Las microalgas mas utilizadas en sistemas de tratamiento de aguas pertenecen a los géneros
Chlorella, Scenedesmus y Desmodesmus, aunque también se reportan otras como Nannochloris 'y
algunas cianobacterias filamentosas como Fischerella y Spirulina. (Park et al., 2010; Su et al.,
2012a).
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4.1. Composicion de las aguas residuales segiin su origen

El estudio del cultivo de microalgas en aguas residuales ha cobrado valor desde los ultimos 20
afios y han mostrado resultados positivos en cuanto a la remocion de nitrogeno, fosforo y otros
compuestos como metales pesados presentes en las aguas residuales. La composicion de las
aguas varian mucho dependiendo de la fuente. Diferentes estudios han mostrado que la cantidad
y relacion de nutrientes (principalmente N y P) presentes en las aguas residuales afectan
significativamente el crecimiento de las microalgas y la produccion de lipidos (Cai et al., 2013).

4.1.1. Agua residual municipal

La remocion de nutrientes del agua residual cobra importancia no sdélo porque altas
concentraciones de éstos en los efluentes tienen un efecto perjudicial en lagos y lagunas
receptores conocido como la eutrofizacion, de la que comentd anteriormente, sino también
porque disminuye la accion desinfectante del cloro en las aguas tratadas y forma sustancias
toxicas (sustancias organo-cloradas) aumentando los riesgos para su retso aguas abajo de la
descarga (Tchobanoglous et al., 2002).

En las aguas residuales, el nitrogeno se encuentra en un 70-75 % de manera soluble-inorgéanico
(proveniente de la orina) y el resto se encuentra de manera insoluble-organico presente como
proteinas y carbohidratos (residuos de comida).

El N total presente en las aguas residuales puede clasificarse en tres grandes grupos: amoniacal
(NH4"), oxidado (NO2 y NOj3) y organico (proteinas, acidos nucleicos, urea, acido urico,
aminas, bases orgénicas, acido muriatico y azlcares aminados). De todas estas formas las que
tienen una mayor importancia desde el punto de vista de la depuracidon de aguas son el NH4" y el
N orgénico (proteina y urea) (Fernandez Morales, 2004).

La concentracion de N organico cominmente encontrada en el agua residual municipal, varia
entre 5 y 35 mg/L, pudiendo observarse una disminucion en su concentracion con el paso del
tiempo debido a su transformacion en NH3 por accion microbiana. Mientras que la concentracion
del NH4" en esta agua, oscila entre 20 y 100 mg/L.

El fosforo presente en las aguas residuales proviene principalmente de los desechos humanos,
actividades industriales, detergentes sintéticos y productos de limpieza. La fraccion de
ortofosfato inorgédnico soluble tiene una concentracion en el agua urbana entre 5 y 15 mg/L. Los
polifosfatos inorganicos solubles tienen una concentraciéon aproximada de 3 mg/L (provenientes
de los productos de limpieza) y el fésforo orgéanico tiene una concentracion aproximada de 1-2
mg/L (provenientes de los residuos de origen animal y alimentos) (Soto Valencia, 2012).
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4.1.2. Purines de cerdo

La porcicultura es la tercera ganaderia mas importante en México. El inventario porcino entre
2000 y 2010 tuvo un crecimiento de 15 % aproximadamente pasando de una produccion de 14 a
15 millones de cerdos anualmente; de acuerdo a la confederacion de porcicultores mexicanos
(2012). A pesar de que se han hecho esfuerzos por mejorar los procesos productivos, sigue
habiendo una gran falta de “internalizacion” de sus costos ambientales. Esto es, que la industria
porcina no invierte suficientes recursos en el tratamiento de sus residuos solidos y liquidos o en
la busqueda de tecnologias para solucionar los problemas ambientales causados por sus
desperdicios que por sus grandes volimenes, la naturaleza es incapaz de degradarlos (Pérez,
2001).

Pérez (2001) realizo un estudio de 33 granjas de cerdos en La Piedad, Michoacan y reveld que en
cuanto al tratamiento de los residuos liquidos, 9 % no contaba con ningln tratamiento, 27 % con
dos procesos unitarios de tratamiento y 50 % con tres procesos unitarios de tratamiento. Entre los
que se encontraban fosas, lagunas (excavadas en el suelo pero sin impermeabilizar),
decantadores, y algunos digestores y procesos aerobios. Un alto porcentaje de estos sistemas
alcanzaba a remover maximo el 80 % de la carga organica.

Garzon Zuiiga (2014) realizé un estudio a 11 granjas porcinas en 14 diferentes puntos de
muestreo en los cuales se revelaron altos porcentajes de éstas que no le hacen ningtn tratamiento
a los efluentes liquidos y solidos. También se revela que hay poca masificacion de medios para
remediar estos problemas de contaminacion tan altos que cobran cada dia mas valor gracias al
crecimiento de esta industria a nivel nacional.

A diferencia de las aguas residuales municipales, las caracteristicas del purin son muy variables
en funcion del manejo y tipo de explotacion, la composicion tanto genérica como de la fraccion
solida presenta fuertes cambios en algunos valores (ver Tabla 2) dentro de la misma granja en
cortos espacios de tiempo. La heterogeneidad de la composicion es notable debido, entre otras
causas, a la tasa de dilucion del residuo, finalidad de la cria, la alimentacion, tipo de limpieza de
los establos y almacenamiento del purin, y la época del afio en que se analice. Tomar un
promedio de concentracion de DQO, so6lidos y nutrientes para la industria porcina resulta un
poco dificil ya que depende en gran medida de los procesos productivos, tamafio y tecnologia
utilizada para llevar a cabo la limpieza de las camas y demas (Valdecantos et al., 2010). La Tabla
2 es tomada de Garzon-Zuiiga et al (2014) que es un buen ejemplo para mostrar las grandes
diferencias que hay en concentraciones de materia organica y nutrientes comparando los
diferentes procesos productivos y el tamafio (capacidad) de las granjas.

De la de todas maneras, de la Tabla 2 si se puede concluir que la relacion DBO/DQO es una
relacion en la mayoria de los casos superior al 50-60 %, lo que indica que es un residuo
facilmente biodegradable y la concentracion de nitrogeno amoniacal y Nitrogeno Total Kjeldhal
(NTK) también revela que es bastante factible utilizar procesos bioldgicos para su tratamiento.
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4.1.3. Efluente liquido de procesos de digestion anaerobia: Digestato

La digestion anaerobia es una tecnologia ampliamente utilizada en todo el mundo que utiliza
microorganismos para descomponer la materia organica y producir biogas. Muchos sistemas de
digestion han sido construidos a lo largo de los continentes Americano, Europeo y Asidtico para
el tratamiento de residuos industriales, municipales y agricolas. Gran parte de los estudios
llevados a cabo actualmente se enfocan en la maximizacion de la produccion de biogés, la
cantidad de metano que producen y la degradacion de sélidos volatiles como tal pero se descuida
un poco el post-tratamiento del efluente de la digestion. La mayoria de los efluentes de la
digestion se separan por un sistema de deshidratacion en fracciones solidas y liquidas. La parte
solida normalmente se compostea y se vende como medio para macetas o como aditamento para
suelos, mientras que la parte liquida normalmente es usada para aplicacion como fertilizante en
suelos.

Una aplicacion excesiva de este tipo de residuos sobre los suelos puede provocar la penetracion
de los mismos al subsuelo y acuiferos, aumentando la concentracion de fosforo y nitrogeno en
los cuerpos de agua contribuyendo a la eutrofizacion.

Comparado con aguas residuales tipicas (agricolas, municipales e industriales), los efluentes de
digestion tienen niveles de carbono bajos gracias a la actividad microbiana llevada a cabo en la
digestion que convierte el carbono a metano. El nitrégeno presente en estos residuos esta
constituido en su mayoria por amonio (Cai et al., 2013).
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Tabla 2 Caracterizacion de las aguas residuales por sitio productivo de diferentes granjas de tamafio mediano — Tomado de Garzon Zuiiiga y
colaboradores, 2014

Granja 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Proceso productivo Maternidad Destete Mgz::i:?: ' En gorda Mezcla Engorda Mezcla Maternidad Mezcla Engorda Engorda Engorda Engorda* Engorda
Capacidad animales 6000 6600 3000 3000 3000 5000 5500 5600 2200 1200 1000 1560 10800 15 600
Tamaiio de granja Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana Chica Chica Chica Chica Grande Grande
Disponibilidad de agua Media Media Alta Alta Alta Alta Alta Media Media Media Abundante Poca Media Media-Baja
Clima del lugar Cél%do ) Cél?do 3 Sub - tropical | Sub - tropical | Sub - tropical | Sub - tropical Tropical Templado Templado Templado Tropical Extremo Seco Templado Célido Semi-
semiseco semiseco seco
Se libero el
Observaciones sobre el Durante Durante Durante Durante Durante Durante Dato no Final de Durante Durante Dato no Durante lavado| &% de una Durante lavado
muestreo lavado de lavado de lavado de lavado de lavado de lavado de disponible lavado, poca lavado de lavado de disponible de naves nave de de naves
naves naves naves naves naves naves agua naves naves engorda para
tomar muestra
DQO (mg/L) 3339 37498 19365 38544 6419 19344 25205 3809 7922 9300 3478 16 888 40498 34310
DBO; (mg/L) 2494 5600 9262 9188 2646 9613 8460 1657 5330 5751 996 11697 15061 6092
SST (mg/L) 1130 16357 11250 25166 2210 10125 15042 1994 3269 2332 942 19857 25034 42500
SSV (mg/L) 478 13000 9125 21500 1657 7875 11792 1852 2981 2030 672 18142 19334 32500
N Total (mg/L) 550 1345 1371 1452 576 1515 034 524 1179 1048 1666
NTK (mg/L) 550 1345 1369 1450 574 1515 033 1018 1907 524 1179 1048 1666
N-NH," (mg/L) 380 440 1270 380 1500 1760 496 1472 200 875 844 890
N-(NO, +NO3) 0.13 0.13 1.87 1.89 0.13 0.13 0.13 0.12 0.13 0.13
P Total (mg/L) 28.6 79.5 149 41.1 101.6 62.2 274 214 430.1 97.6
pH 7.83 6.14 6.79 7.17 7.08 7.75 7.8 6.65 7.3
Coliformes fecales 1.50E+07 2.10E+07 4.60E+08 1.10E+08 9.30E+07 4.60E+04 9.20E+08 1.60E+08 1.30E+08 7.90E+05 1.60E+ 06 1.50E+08 1.60E+09 4.70E+07
DBO/DQO 0.75 0.15 0.24 0.4 0.7 0.6 0.3 0.69 0.4 0.18
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4.1.4. Comparacion de los tres tipos de agua residual

Cai et al (2013) comparan las caracteristicas y las concentraciones de nitrégeno, fosforo y las
relaciones N/P en los diferentes tipos de aguas residuales (municipales, de origen animal,
industrial y digestato). Esos autores discuten, entre otros sustratos, el agua residual proveniente
de granjas porcinas, agua residual municipal y efluentes liquidos de la digestion anaerobia como
se observa en la Tabla 3.

Tabla 3 Comparacion de los tipos de agua - Tomado de (Cai et al., 2013).

. Nitrogeno Total Fésforo Total
Tipo de agua (NT) (mg/L) (PT) (mg/L) N/P
Agua residual Municipal 15— 90 5-20 33
Purines de cerdo 1110 -3213 310 —-987 3-7.8
Efluente de digestion anaerobia 427 — 467 134 - 321 —

De éstos tres, los purines de cerdo, en teoria, es el agua con mayor contenido de nutrientes pero
la relacion N/P es muy baja si se compara con la relacion ideal que se recomienda en la teoria
para el desarrollo de las microaldas (de 30). Al estar por debajo de esa relacion, tedricamente lo
que tenemos es una limitacion por nitrégeno y una “piscina” de fésforo, como lo explica Lavoie
y colaboradores (1985) por lo cual es comin observar mayores remociones de nitrogeno, que de
fosforo.

Por su parte, el agua residual municipal, no tiene una gran cantidad de nutrientes como los
purines de cerdo y tampoco tiene una relacion N/P tedrica tan alta como se espera, pero aun asi
se reportan remociones de hasta 100 % de nitrégeno y de fosforo en sistemas cerrados y abiertos
de cultivo de microalgas.

4.2. Requerimientos para el cultivo de microalgas

4.2.1. Presencia de CO;

A pesar de que no todas las microalgas son foto-autotrofas, la mayoria si lo son. Por tal, es
necesario asegurar la fuente de carbono para estas, ya sea por equilibro natural con el CO>
presente en la atmosfera, o mejorando la transferencia de masa burbujeando aire o aire
enriquecido con CO» directamente al reactor. En el caso de los sistemas alga-bacteria, se logra
con el CO; producido por las bacterias por medio de la degradacion de la materia orgéanica.

Segun la ecuacion estequiométrica de produccion de biomasa para las microalgas (representadas
como CsHgNO») (ver Ecuacion #1), se puede observar que se producen 10.5 mol de O; por cada
10 moles de CO, consumidos (Larsdotter, 2006).

10C0, + 2NH;' + 5H;,0 — 2CsHgNO, + 2H* +10.50, Ecuacion #1
(144
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De la ecuacion estequiométrica ideal de degradacion de la materia organica representada en este
caso como glucosa (CsHi206) y la generacion de nuevas células microbianas heterotréficas
(representadas como CsHsNO») (ver Ecuacion #2), se observa que se consumen 8 moles de Oz y
se producen 8 moles de CO; por cada 3 moles de glucosa consumidos (Tchobanoglous et al.,
2002).

3CHy, 0, + 80, + 2NH; = 2C5HsNO, + 8C0, + 14H,0 Ecuacién #2

Por lo tanto, de una manera tedrica y con sustratos y condiciones ideales, ni la concentracion de
oxigeno ni la concentracion de CO> tendrian por qué suponer un factor limitante de velocidad en
la eliminacion de la DQO (que seria llevada a cabo principalmente por bacterias heterotrofas) y
de nutrientes (que se llevaria a cabo por bacterias y microalgas).

4.2.2. Influencia del pH

Cuando se estan cultivando microalgas, se observa generalmente un incremento en el pH, pues
las microalgas consumen rapidamente el CO> y el bicarbonato presentes en la solucion y el
equilibrio de la Ecuacion #3 se desplaza hacia la izquierda provocando un aumento en el pH por
aumento en el ion bicarbonato (HCO3") y el consumo iones H'.

CO, + H,0 & HyC0; &3 HCOJ + HY & COT + HY Ecuacion #3

Gracias a que en el sistema también interactuaran bacterias que oxidan la materia organica,
produciendo CO», entonces tedricamente se puede lograr un pH estable (alrededor de 7.5)
(Munoz, 2005). En sistemas de tratamiento de aguas residuales con sistemas de microalgas-
bacterias, con alimentacion continua o semi-continua, la alcalinidad del agua es suficiente para
mantener este equilibrio y los pH maximos reportados son de 8, 8.5 unidades de pH. Con
sistemas de alimentacion por lotes, se pueden encontrar pH superiores (hasta 10-11).

4.2.3. Influencia de la intensidad luminica

La radiacion solar es el motor principal de los sistemas naturales foto autotréficos, pues su fuente
de energia es la luz. En condiciones de laboratorio se instalan fotobioreactores iluminados con
lamparas led para tener condiciones mas controladas.

El factor limitante de estos sistemas es justamente la luz. Las microalgas desde su estructura
celular estan disefiadas para flotar y poder capturar la mayor cantidad de luz posible, ya que a
mayor profundidad, menor serd la cantidad de luz que logre pasar a través del agua, en medios
naturales. Si a esto le sumamos el hecho de trabajar con aguas residuales, purines de cerdo y
digestato como medio de crecimiento (aguas con altisimos contenidos de sustancias coloidales y
solidos suspendidos), la cantidad de luz que pueda pasar a través de las paredes de los
fotobioreactores es bastante reducida. Para minimizar este efecto se debe asegurar una buena
agitacion, permitiendo que todas las células estén en contacto por periodos intermitentes de
tiempo con la luz.
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La luz también puede llegar a causar inhibicion (conocida como foto-inhibicion), por lo cual se
debe procurar trabajar siempre en rangos normales de intensidad luminica reportados (100-
200uE/m?/s).

Assemany et al. (2015) evalu6 el efecto de la luz en diferentes épocas del afio sobre las especies
que se encuentran en el sistema alga-bacteria tratando agua residual municipal encontrando que
hay un fuerte efecto sobre la diversidad y caracteristicas de la biomasa microalgal durante las
diferentes épocas del afio.

4.2.4. Influencia de la agitacion

La agitacion del sistema permite mantener una concentracion uniforme en todo el volumen de
reactor. Esto tiene varias ventajas:

= Permite la entrada de la luz a cada célula (teniendo en cuenta que la luz se encuentra en la
superficie o en las paredes (si hablamos de reactores tubulares).

= No permite la sedimentacion de algas y con ello la ineficiencia de remocion de nutrientes.

= Aumenta el area de transferencia del O2 y CO» atmosférico al interior del reactor

Se debe cuidar la agitacion muy violenta para no causar un estrés mecanico en el sistema, se
recomienda una agitacién no mayor a 300 rpm.

4.2.5. Presencia de nutrientes.

Para cultivar sistemas con algas y bacterias es importante proveerlo de suficiente cantidad de
nitrégeno y fosforo, ya que, después de la fuente de carbono, los nutrientes son los segundos en
importancia para llevar a cabo la mineralizaciéon de la materia orgéanica en el caso de las
bacterias, y la fotosintesis y reproduccion en el caso de las microalgas.

Segtn Rhee (1978), la relacion N/P éptima para el crecimiento de Scenedesmus sp. es de 30. El
estudio los efectos en el crecimiento de la biomasa y la acumulacion de nitrogeno y fosforo
(celular) con diferentes relaciones de N/P variando entre 5 y 80 para investigar el efecto de la
“doble limitacion de nutrientes”. Concluyd que no hay un efecto aditivo ni multiplicativo; es
decir, por debajo del 6ptimo (Relacion N/P= 30), el crecimiento se veia limitado tnicamente por
el nitrégeno y por encima del 6ptimo, Gnicamente por la concentracion de fosforo. También
explicd que la concentracion de nitrégeno celular se mantuvo constante cuando la relacion estaba
por encima del 6ptimo y que comenzaba a decrecer casi justo cuando la relacion comenzaba a
bajar del 6ptimo. La concentracion de fosforo celular era alta durante el periodo de relacion N/P
baja (limitado por nitrogeno) pero disminuyd rapidamente después de alcanzar el 6ptimo y se
mantuvo a un nivel bajo con altos N/P (limitado por fosforo).

Este estudio cobra bastante valor para el presente trabajo ya que justamente se prueban diferentes
tipos de aguas residuales y diferentes relaciones de Nitrogeno/Fosforo (N/P) donde
probablemente no se puedan esperar las mismas remociones (de manera bioldgica). También es
importante reconocer cual es la relacion de Carbono/Nitrogeno/Fosforo (C/N/P) en los sistemas
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porque, a diferencia de Rhee, en el presente trabajo, se van a tener presencia de bacterias
heterodtrofas y probablemente nitrificantes que van a estar compitiendo por nutrientes, CO2 y Oa.

4.3.  Mecanismos de remocion de nutrientes en sistemas alga-bacteria

En procesos de tratamiento de aguas donde intervienen microalgas y bacterias heterotroficas, los
nutrientes (N y P) se eliminan por dos vias:

4.3.1. Via asimilatoria

a) Asimilacion de nitrogeno.: El nitrdgeno es un nutriente critico para el crecimiento de
todos los organismos vivos. El nitrogeno orgéanico se puede encontrar en diferentes
sustancias bioldgicas como los péptidos, proteinas, enzimas, clorofila, moléculas de
transferencia de energia (Adenosin Difosfato (ADP), Adenosin Trifosfato (ATP)),
material genético (Acido Desoxirribonucleico (ADN) y Acido Ribonucleico (ARN)), y
demas. El nitrogeno orgénico se deriva del nitrogeno inorganico que se encuentra en
diferentes formas incluyendo el nitrato (NOs’), nitrito (NO2"), amonio (NHs"), 4cido
nitrico (HNO3) y nitréogeno gaseoso (N2). Las plantas y microalgas tienen un rol
primordial en la conversion de nitrogeno inorganico a organico gracias a un proceso
llamado asimilacion (Cai et al, 2013). Algunas cianobacterias pueden convertir el
nitrégeno atmosférico en nitrégeno amoniacal por un proceso llamado fijacion.

El proceso de la asimilacion requiere nitrogeno unicamente en las formas de amonio,
nitrato y nitrito. Como se observa en la Figura 2, para que los nitratos y nitritos puedan
ser asimilados hasta aminoacidos, se requieren hacer mas pasos donde se requiere la
ayuda de la nitrato-reductasa y la nitrito-reductasa a su vez que son necesarios 4 o 6
electrones mas para llevar a cabo este proceso; lo que indica que todas las formas de
nitrégeno inorganico deben ser reducidas a amonio antes de ser incorporadas en la célula
como aminodacidos en el liquido intracelular.

nitrato nitrito glutamina
reductasa reductasa sintetasa

NO; ﬁ NO, ﬁ NH,* ﬁ L-glutamina

NADH NAD" 6Fd..y 6Fd,,  ATP ADP
+ + + + + +
H* H,0 8H' 2H,0 Glu PO,>

Figura 2 Esquema simplificado de la asimilacion de nitrégeno

La razén por la cual se dice que el amonio es la forma preferida de nitrogeno inorganico
por las microalgas, es justamente porque no es necesario llevar a cabo ninguna reaccion
redox para su asimilacion, por lo tanto, requiere menos energia. Varios estudios han

26| Pagina



demostrado que, en general, las microalgas prefieren el amonio mds que el nitrato, y que
el consumo de nitrato no se da hasta que todo el amonio se haya consumido (Larsdotter,
2006). Ya que en las aguas residuales predomina el amonio, son ideales para el
crecimiento de microalgas. Varias especies de microalgas pueden tomar nitrogeno en
exceso para las necesidades metabdlicas inmediatas, lo que se conoce como “consumo de
lujo”. Este puede ser usado més adelante en casos de escasez. A pesar de que el nitrato no
es la forma preferida de las microalgas, si es la forma mas estable de nitrogeno en las
aguas residuales (forma mas oxidada) por tal es mas abundante y persistente. Las
tolerancia a las altas concentraciones de amonio depende mucho de las especies de
microalgas y fitoplancton en general, Collos y Berges (2002) establecen que hay
microalgas que pueden tolerar desde 25 hasta 1000 pmol N-NH4 /L.

b) Asimilacion de fosforo: El fosforo es otro macronutriente esencial para el crecimiento de

microalgas y se encuentra en acidos nucleicos, lipidos, proteinas y en la ruta de
metabolismo de carbohidratos. Las microalgas toman el fosforo como ortofosfato
inorgéanico soluble (grupos PO+~ y sus formas protonadas (HPO4>~, HoPO4™ y H3POy)). El
fosforo también puede estar presente como fosfatos orgéanicos y pueden ser convertidos a
ortofosfatos gracias a la enzima fosfatasa que estd presente en la pared celular, este
proceso ocurre cuando los ortofosfatos inorgéanicos escasean (Fogg y Thake, 1987). Al
igual que con el nitrégeno, las microalgas son capaces de asimilar fosforo en exceso, que
se almacena dentro de las células en forma de granulos de polifosfato conocidos como
“volutin” en caso de escasez (Soto Valencia, 2012). La tasa de crecimiento de las algas
no responden inmediatamente a cambios en la concentracion de foésforo como lo hacen
con cambios de temperatura y luz, aunque algunos estudios han evaluado acumulacion de
lipidos al interior de las células cuando éstas son limitadas por fosforo (Xin et al., 2010).
En general, las aguas residuales suelen contener cantidades de fésforo mayores a las que
las algas normalmente necesitan.

4.3.2. Via abiodtica

Volatilizacion de nitrégeno: El nitrdgeno no es removido Unicamente por metabolismo
celular, sino también ocurre algo que se conoce como “stripping de amonio” donde
buenas cantidades de nitrogeno amoniacal (NH4") pueden ser volatilizadas cuando
ocurren cambios significativos de pH en el cual ocurre un desbalance en el equilibro de
nitrégeno amoniacal y amoniaco (NH3) como se observa en la Ecuacion #4. Garcia et al.
(2000) probaron que la volatilizacién del amonio es el mecanismo mas importante de
remocion de nitrégeno en reactores de tipo laguna de alta tasa (HRAP por sus siglas en
inglés). También reportd que cuando se cultivan microalgas en zonas de clima tropical
con reactores de este tipo, la liberacion de amonio es mucho mayor inclusive con pH
menores a 9.

NH} H*+ NH; Ecuacion #4

egquilibrio
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b) Precipitacion del fosforo: El fésforo no existe en forma gaseosa, por lo cual, cuando hay
condiciones de pH altos y altas concentraciones de oxigeno disuelto, los iones fosfato se
sedimentan en presencia de iones carbonato como se observa en la Ecuacion #5.

3HPOX + 5Ca?* + 40H™ — Cas(OH)(P04); + 3H,0 Ecuacion #5

La especie Scenedesmus es una especie de microalga verde que se encuentra normalmente
agrupada por grupos de 2 a 32 células (o cenobios). Esta especie ha sido utilizada por muchos
autores desde los ultimos 20 afios ya que reporta remociones de nitrogeno y fésforo de 30 hasta

100 %. Estas remociones dependen mucho de la relacion N/P que se tenga en el agua residual
(Xin et al., 2010).
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5. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

A continuaciéon se describe brevemente el lugar donde se realizaron los experimentos, los
materiales, reactivos, equipos, métodos y procedimientos empleados durante la investigacion.

5.1. Area de estudio

Los experimentos se llevaron a cabo en el Laboratorio de Investigacion en Procesos Avanzados
de Tratamiento de Agua (LIPATA) que se encuentra ubicado en el Campus Juriquilla de la
UNAM, al norte de la ciudad de Querétaro. Estd ubicado a una altura de 1946 msnm y la
temperatura es variable durante las épocas del afio, se registran temperaturas que van de los 12 a
los 27°C.

5.2.  Estrategia experimental

5.2.1. Inoculo de microalgas cultivadas en medio Bold

El in6culo de microalgas utilizado consistid en un consorcio mixto que habia sido cultivado en la
Unidad Académica Juriquilla del Instituto de Ingenieria de la UNAM en medio Bold (medio
mineral). El in6culo inicialmente fue colectado en un lago de un campo de golf en la ciudad de
Querétaro, México. Los géneros predominantes en el consorcio son Scenedesmus, Chlorella,
Desmodesmus 'y Monoraphidium. De estos géneros, se han identificado morfoldégicamente las
siguientes especies: Chlorella vulgaris, Scenedesmus obliquus (actualmente conocido como
Acutudesmus obliquus) y Desmodesmus maximus (Cea-Barcia et al., 2014).

5.2.2. Indculo de bacterias

El inoculo de bacterias utilizado consistid en lodo activado proveniente de la planta de
tratamiento de aguas municipales de Santa Rosa Jauregui, Querétaro.

5.2.3. Inodculo de microalgas-bacterias cultivadas en agua residual municipal

Para llevar a cabo la comparacion entre indculos, se utilizé un indéculo de microalgas y bacterias
que fue crecido tratando agua residual municipal durante 8 meses bajo condiciones de
laboratorio. Este indculo contenia en su mayoria microalgas filamentosas y diatomeas. Estas
especies fueron identificadas al microscopio y luego se verificaron tras un andlisis de biologia
molecular. Bajo estas condiciones de operacion, el indculo de microalgas y bacterias tenia una
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velocidad de sedimentacion comparable con los lodos activados; formaron una estructura
compleja con granulos y aglomerados de bacterias filamentosas y diatomeas.

5.2.4. Sustrato #1: Agua Residual Municipal (ARM)

El agua residual municipal utilizada para todas las pruebas fue tomada de la planta de
tratamiento de aguas municipal de Santa Rosa Jauregui, Querétaro. La muestra de agua se
recolectd después de un pre-tratamiento de cribado grueso, sedimentacion primaria y cribado
fino.

La concentracion de los diferentes parametros analizados es muy variable cuando se trabaja con
aguas residuales reales inclusive si se comparan muestreos tomados en la misma semana.

En la Tabla 4 se presenta un promedio de las caracterizaciones del agua residual municipal
utilizada a lo largo del periodo de investigacion, sin embargo, para los ensayos comparativos
entre sustratos, las caracterizaciones se presentan en los resultados.

Tabla 4 Caracterizacion del Agua Residual Municipal

Parametro Unidades Agua r.esoldual
municipal
pH Unidades de pH 7.5+0.5
Demanda Quimica de Oxigeno soluble® mg DQO/L 397.8 +31.7
Nitrogeno Amoniacal* mg N-NH4" /L 82.4+3.8
Nitratos* mg N-NO**/L 0
Nitritos* mg N-NO?*/L 0
Fosfatos* mg P-PO4*/L 24403
Solidos Suspendidos Volatiles mg SSV/L 92.0+5.7

*Filtrados con un filtro de celulosa de 0.45um.

Se utilizd la DQO soluble como pardmetro de medicién de materia orgdnica ya que es asi como lo
reportan diferentes autores que han trabajado con sistemas bioldgicos con microalgas con algunos de los
sustratos utilizados: agua residual municipal (Su et al., 2012b, 2011a), purines de cerdo (Cafiizares-
Villanueva et al., 1994; Godos et al., 2009; Zhu et al., 2013). Para cada uno de ellos también se han
establecido por bibliografia, valores de relacion DQO/DBOs. Para el agua residual municipal se han
encontrado valores de relacion del 0.5 a 0-65. Hammouda (1995) evalué ambos parametros y encontrd
porcentajes de remocion de DQO del 83% y del 84% para la DBOs. Para el caso de los purines de cerdo
se han reportado valores de relacion del 54% (Godos et al., 2010) y para digestato anaerobio, como es de
suponerse, la relacion es mas baja, Franchino (2013) report6 una relacion de 0.325.

5.2.5. Sustrato #2: Purines de Cerdo 1 (PC1)

Para los primeros experimentos se utilizaron los purines de cerdo (PC1) provistos por la granja
La Dehesa ubicada en la carretera de San Juan del Rio — Tequisquiapan. La granja cuenta con
una capacidad para 6000 cabezas. Para utilizar los purines de cerdo, se realizé un tamizado de
los mismos para remover los s6lidos grandes como paja y arena como se observa en la Figura 3.
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Figura 3 Tamizado de purines de cerdo

En la Tabla 5 se presenta un promedio de las caracterizaciones realizadas a los purines de cerdo
después de tamizarlos. Los purines fueron diluidos en todos los casos para los diferentes ensayos,
las caracterizaciones realizadas después de las diluciones se presenta en la seccion de resultados
de cada uno de ellos.

Tabla 5 Caracterizacion fisico-quimica de purines de cerdo concentrados de la granja La Dehesa (PC1)

Parametro Unidades l();g;l)e i:rfnig:;g:
Demanda Quimica de Oxigeno mg O»/L 48,700 + 728
Demanda Quimica de Oxigeno soluble® mg O/L 12,525 + 1,590
Nitrégeno Amoniacal* mg N-NH4" /L 1,035 £30.2
Fosfatos solubles* mg P-PO4>"/L 172 + 31
Nitratos* mg N-NO**/L 20+5.2
Nitritos* mg N-NO?* /L 2.51+£0.5
pH Unidades de pH 7.7+0.6
Solidos Suspendidos Volatiles (SSV) mg SSV/L 578 £ 80

*Filtrados con un filtro de celulosa de 0.45um de tamafio de poro.

5.2.6. Sustrato #3: Purines de Cerdo 2 (PC2)

Para el ultimo experimento se utilizaron los purines de cerdo (PC2) provistos por una granja
ubicada a las afueras del estado de Querétaro. A diferencia de los primeros purines, éstos no
tenian gran cantidad de solidos, ya que a estos desechos si se les daba pretratamiento o existia
separacion en la fuente (liquido-s6lido).

El promedio de las caracterizaciones realizadas a este sustrato se presenta a continuacion en la
Tabla 6. Al igual que con los purines de cerdo 1, éstos también fueron diluidos para el ensayo
donde se utilizaron, en la seccién de resultados se presenta la caracterizacion después de la
dilucion.
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Tabla 6 Caracterizacion fisico-quimica de purines de cerdo concentrados (PC2)

Parametro Unidades Purlnfls)g;)Cerdo
Demanda Quimica de Oxigeno mg O2/L 13,470 + 103
Demanda Quimica de Oxigenosoluble® mg O2/L 12,565 + 204
Nitrogeno Amoniacal* mg N-NH;"/L 618.8 £24.5
Fosfatos solubles* mg P-PO4*/L 103.7+£12.3
Nitratos* mg N-NO*/L 25+03
Nitritos* mg N-NO*/L 1.3+£0.5
pH Unidades de pH 7.3
Solidos Suspendidos Totales mg SST/L 420 £ 80
Solidos Suspendidos Fijos mg SSF/L 60+ 10
Solidos Suspendidos Volatiles mg SSV/L 360 £ 75

*Filtrados con un filtro de celulosa de 1um de tamafio de poro.

5.2.7. Sustrato #4: Digestato Anaerobio (DA)

El digestato fue tomado de la fase liquida proveniente del efluente del digestor termofilico
anaerobio de la planta de tratamiento municipal operada por Atlatec para la CEA ubicada en San
Pedro Martir, Querétaro. La caracterizacion realizada al digestato anaerobio se presenta en la
Tabla 7.

Tabla 7 Caracterizacion fisico-quimica de digestato

Parametro Unidades Digestato
Demanda Quimica de Oxigeno mg O/L 25,800

Demanda Quimica de Oxigenosolubie® mg O/L 5,660 + 84.9

Nitrogeno Amoniacal* mg N-NH4'/L 790 £ 14
Fosfatos solubles* mg P-POs*/L 266.5+23.3

Nitratos* mg N-NO*/L 25.2+42

Nitritos* mg N-NO*/L 29+0.5

pH Unidades de pH 8.1+£0.6
Solidos Suspendidos Volatiles mg SSV/L 1930 + 168

*Filtrados con un filtro de celulosa de 0.45um de tamafio de poro.

A diferencia del los otros sustratos, el digestato contenia una concentracion inical de nitrato
mayor ya que en los procesos anaerobios de digestion justamente se busca la transformacion del
nitrégeno amoniacal a nitrégeno atmosférico (pasando por las formas de nitrito y nitrato).

5.3.  Fases de experimentacion

Las fases de experimentacion se dividirdn de acuerdo a los objetivos especificos planteados en el
trabajo.
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5.3.1. Ensayos preliminares de crecimiento y pruebas de estabilidad del sistema
microalga-bacteria en agua residual municipal

Con el fin de evaluar el sistema microalga-bacteria se hicieron dos ensayos que se describen a
continuacion:

a) Para probar las eficiencias de remocion de nutrientes y materia orgdnica de los
sistemas microalga-bacteria, se operaron cuatro reactores con un volumen total de 2 L
y un util de 1.6 L con agua residual municipal (sin diluir) como sustrato (e indculo de
bacterias). Dos de estos reactores se inocularon con 160 mL de una solucion que
contenia 625 mg SSV/L del consorcio de microalgas crecidas en medio Bold y las dos
restantes se dejaron unicamente con agua residual (blancos). La agitacion del sistema
se llevo a cabo por medio de un agitador magnético (marca Variomag telesystem) a
150 — 200 rpm. La iluminacion del sistema se llevo a cabo por medio de lamparas
tipo LED spotlight de 20 Watts de luz blanca para la iluminacion artificial de los
bioreactores dentro del laboratorio logrando una intensidad luminica promedio
medida en las paredes externas de cada botella de 135 pmol/m*/s. Se trabajé con un
fotoperiodo de 12 horas y el ciclo tuvo una duracion de 7 dias, no se realizaron
réplicas. Una imagen del montaje experimental se presenta a continuacion en la
Figura 4.

Figura 4 Montaje experimental prueba de remocidn de nutrientes y materia organica en agua residual
municipal. Volumen de reactores: 1.6 L. Agitacion magnética (150 — 200 rpm).

Para analizar la remocion de nutrientes, materia orgédnica y el crecimiento de la
biomasa, se analizaron los siguientes pardmetros: SSV, DQOs, N-NH4", P-PO+* al
inicio y al final de la prueba.

Se realizaron observaciones peridodicas al microscopio para percibir un aumento o
disminucion en la concentracion de células dentro de las botellas e identificar algiin
cambio en la morfologia de las microalgas al ser sometidas a un medio compuesto por
agua residual.
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Para el célculo de los porcentajes de remocion de nutrientes y materia organica se
utilizo la siguiete formula:

Concentraciorn,

imicial — Cancenr:r"acmnﬂmz .

100

Concentracion,; ;.

Para el calculo de productividad de biomasa, se utilizo la siguiente formula:

(Ccmc. de biomasa,,; ;,; — Conc.de bioma.saﬁmz) [%SSV} * Volumen del reactor [L]

tiempo de reaccién [d]

b) Para conocer la estabilidad del sistema microalga-bacteria, tres reactores de 500 mL
(450 mL volumen qutil) fueron alimentados con 253 mL de agua residual municipal
sin dilucion y con 108 mL de solucion de microalgas cultivadas en medio Bold (185
mg SSV/L) y 89 mL de lodo activado como inoculo de bacterias (225 mg SSV/L)
para tener una relacion 1:1 (p/p). El sistema fue agitado de manera orbital a 160 rpm
con un fotoperiodo de 12 horas y con una intensidad luminica promedio de 135
pmol/m%*/s. Una imagen del montaje experimental de esta prueba se presenta a
continuacion en la Figura 5.

Figura 5 Montaje experimental de la fase de estabilizacion. Volumen de reactores: 450 mL. Agitacion
orbital: 160 rpm.

Inicialmente se hizo un seguimiento diario a las variables fisicas OD y pH exclusivamente para
determinar el tiempo en el cual los sistemas alcanzaban un valor maximo indicando un
crecimiento de la biomasa microalgal. Esta operacion se repitidé durante tres ciclos de 5 dias cada
uno. Para re-alimentar el sistema se detenia la agitacion por un periodo de tiempo aproximado de
dos horas, se eliminaba el 60 % del reactor (sobrenadante) y se adicionaba la misma cantidad de
agua residual doméstica (Etapa 1).
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Se realizaron observaciones periddicas al microscopio con el objetivo de identificar cambios
morfologicos en las células microalgales y la posible integracion de las células microalgales a los
floculos presentes en los lodos activados.

Luego de los primeros tres ciclos, se operd un ultimo ciclo realizando mediciones de: SSV,
DQO, N-NH4", P-PO4* al inicio y final del mismo para determinar los porcentajes de remocion,
velocidades de remocion y productividad de biomasa (Etapa 2).

5.3.2. Evaluacion del crecimiento y la capacidad de remocion de nutrientes y
materia organica de un consorcio de microalgas sometido a diferentes
concentraciones de purines de cerdo y digestato anaerobio.

Para llevar a cabo esta fase, seis reactores de 500 mL de capacidad (450 mL volumen util) fueron
inoculados con 1 mL de la solucion de microalgas cultivadas en medio Bold (1,200 mg SSV/L).
La agitacion del sistema se llevd a cabo por medio de una agitacion orbital a 200 rpm con un
fotoperiodo de 12 horas y una intensidad luminica promedio medida en las paredes externas de
cada botella de 135 umol/m?/s.

En este experimento, cada reactor fue alimentado con diferentes diluciones de purines de cerdo 1
(PC1) y digestato anaerobio. Después de realizar las caracterizaciones correspondientes tanto de
los purines de cerdo como el Digestato Anaerobio (DA), se realizaron las diluciones necesarias
para lograr las concentraciones presentadas a continuacion en la Tabla 8 (las concentraciones
reales alimentadas a los reactores (caracterizaciones) se presentan en los resultados).

Tabla 8 Identificacion de reactores bajo diferentes concentraciones de purines de cerdo y digestato

anaerobio
Reactor |, \ 5 DA 1 DA 2 PC 0.5 PC1 PC 2
numero
Sustrato Digestato: Digestato: Digestato: Purines: Purines: 1000 | Purines: 2000
lisade 500 1000 2000 500 mgDQOL mgDOO/L
utiiz mgDQO/L | mgDQO/L mgDQO/L | mgDQO/L & &

Para conocer el efecto limitante de cada uno de estos sustratos, se realizaron mediciones de:
SSV, DQO, N-NH4", P-PO* al inicio y al final de la prueba. Este ensayo tuvo una duracion de
siete dias y no se realizaron réplicas. El montaje experimental inicial de esta fase se presenta a
continuacion en la Figura 6.
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Figura 6 Montaje experimental de diferentes concentraciones de purines y digestato. Volumen de
reactores: 450 mL. Agitacion orbital: 200 rpm.

5.3.3. Evaluacion del efecto de la inoculacion con microalgas sobre la remocion de
nutrientes y materia organica de tres diferentes tipos de agua residual

Este experimento se realizo con base a los resultados obtenidos en los experimentos
exploratorios (4.3.1) donde el “blanco” (agua residual municipal sin indculo de microalgas) de
ese experimento obtuvo resultados comparables y en algunos parametros, mejores a los
obtenidos con los sistemas inoculados con microalgas. En este caso, el experimento se realizd
con lodo activado como indculo para observar coémo se comportaria el sistema cuando
comenzaran a colonizar las microalgas.

Para llevar a cabo esta etapa, se operaron seis reactores de 1 L de capacidad con un volumen util
de 0.9 L. Este experimento se llevo a cabo en tres sistemas en paralelo usando: agua residual
municipal, purines de cerdo 1 (PC1) diluidos y digestato anaerobio diluido (las caracterizaciones
promedio realizadas al inicio de cada ciclo se presentan en los resultados). Cada tratamiento
consistid en una serie de dos foto-bio-reactores, uno de los reactores fue inoculado con lodo
activado y microalgas y el otro fue inoculado tinicamente con lodo activado.

La agitacion del sistema se llevo a cabo por medio de agitacion magnética (150 — 200 rpm), con
un fotoperiodo de 12 horas y una intensidad luminica de 135 pmol/m?/s. El montaje
experimental inicial se presenta en la Figura 7.

Para la determinacion del tiempo de reaccion de cada ciclo, se realizaron mediciones de DQOs,
N-NH4*, P-PO4* y SSV cada dos dias desde el dia inicial de inoculacién durante ocho dias para
establecer el tiempo en el cual se lograban remociones iguales o mayores al 80 % de DQO
(tiempo de duracion de cada ciclo).

Luego de determinar el tiempo de reaccion de cada ciclo, se realizaron mediciones de DQOs, N-
NH4*, NOs~, NOy, P-PO4*" y SSV al inicio y al final de cada lote. Con la medicién de SSV del
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final del lote, se determinaba la cantidad de volumen a purgar del sistema para asegurar que cada
reactor reiniciara con 300 mg SSV/L.

Se realizaron también observaciones al microscopio al inicio y al final de cada ciclo para
observar la evolucion microbiologica del sistema. Para el reactor inoculado con microalgas
utilizando agua residual municipal como sustrato se realizaron observaciones con tincion de rojo
Nilo para observar diferencias en cuanto a la acumulacion de lipidos dentro de las células de las
microalgas.

El disefio experimental se planed para hacer andlisis de ANOV A de dos criterios para determinar
el efecto de la inoculacion inicial y el tipo de agua asi como la interaccion entre ellos (tomando
en cuenta la biomasa producida).

£

Figura 7 Montaje experimental diferentes sustratos: pertinencia de la inoculacién con microalgas.
Volumen de reactores: 0.9 L. Agitacion magnética: 150 — 200 rpm.

5.3.4. Remocion de nutrientes y materia de sistemas por lodos activados operados
por lotes.

Para llevar a cabo esta etapa, se operaron tres reactores de 1 L de capacidad con un volumen util
de 0.9 L. Cada uno de ellos fue alimentado con tres sustratos liquidos diferentes: agua residual
municipal sin dilucion, digestato anaerobio diluido y purines de cerdo 1 (PC1) diluidos. Las
caracterizaciones promedio realizadas al inicio de cada ciclo se presentan en los resultados.
Todos los reactores fueron inoculados con lodo activado para lograr una concentracion inicial de
300 mg SSV/L. Se le suministré aire a cada uno de ellos por medio de mangueras y piedras
difusoras y no se les permitio la entrada de luz cubriendo la superficie de los reactores con papel
aluminio como se observa en la Figura 8. La agitacion se llevo a cabo por medio de la aireacion
y por medio de agitadores magnéticos a 160 rpm.
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Para analizar la remocidon de nutrientes, materia orgédnica y el crecimiento de la biomasa, se
analizaron los siguientes parametros: SSV, DQO, N-NH4", NO,, NOs" y P-PO4*" al inicio y al
final de cada ciclo.

Se realizaron también observaciones al microscopio al inicio y al final de cada ciclo para
observar la evolucion microbioldgica del sistema: cambios en las especies presentes, estructuras
y tamafios de floculos, entre otros.

El tiempo de retencion para estos reactores fue de 24 horas. Luego de analizar los SSV durante
tres ciclos sin purgar, se determind la cantidad de lodo de purga y este era descartado antes de
cada alimentacion. Los reactores se dejaban sedimentar por un tiempo de una hora, el
sobrenadante se eliminaba del sistema y se re-alimentaba con la misma carga que se habia
alimentado el dia anterior. Los tres reactores se analizaron durante seis ciclos.

Estos tres reactores fueron comparados con los tres reactores del experimento anterior que fueron
inoculados paralelamente con el mismo lote de lodo activado e iluminados, con la diferencia del
tiempo de reaccion (4 dias para los sistemas iluminados y 1 dia para los sistemas sin luz y
aireacion).

Figura 8 Montaje reactores SBR sin iluminacion aireados mecanicamente. Volumen de reactores: 0.9 L.
Agitacion magnética: 160 — 200 rpm.

5.3.5. Evaluaciéon del desempefio en cuanto a remocion de contaminantes,
produccion de biomasa y concentracion de lipidos de un sistema inoculado
unicamente con lodo activado y otro con un in6culo microalga-bacteria y
utilizando purines de cerdo diluidos como sustrato

Tomando en cuenta los resultados obtenidos en experimentos pasados donde en los reactores
inoculados con lodo activado tnicamente (e iluminados) se obtenian cantidades considerables de
biomasa microalgal, los dos in6lculos a probar en este ensayo fueron: (1) un indculo maduro de
microalgas-bacterias descrito anteriormente y (2) lodo activado. Para comparar los inoculos, se
utilizaron dos sistemas (en duplicado) con purines de cerdo 2 (PC2) diluidos hasta lograr una
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concentracion de 900 + 142 mg DQOs/L como sustrato. Los sistemas consistieron en foto-bio-
reactores de 0.95 L de volumen util. A uno de los sistemas se le adicionaron 270 mg SSV de
in6culo maduro de microalgas-bacterias descrito anteriormente y el otro con la misma cantidad
de lodo activado. La cantidad de indculo utilizado fue calculado para comenzar cada sistema con
300 mg SSV/L aproximadamente. La temperatura dentro de los reactores se mantuvo alrededor
de 25 + 4°C. Para mantener una agitacion constante al interior de los reactores, se utilizd un
agitador magnético (150-200 rpm). Cuatro lamparas led de 20 W fueron utilizadas para irradiar
los reactores con 135 umol/m?/s (medidos en la superficie de las botellas) por foto-periodos de
12 horas de luz y 12 horas de oscuridad como se observa en la Figura 9.

Los experimentos se realizaron en lotes con un tiempo de reaccion de cuatro dias. El primer ciclo
dur6 8 dias para permitir al sistema aclimatarse al nuevo sustrato. Cinco ciclos fueron realizados.
Al principio y al final de cada ciclo se tom6é muestra para analizar los siguientes parametros:
DQO, SSV, N-NH4*, P-PO4*", NTK, NOs", NO»", lipidos, carbohidratos y proteinas. Antes de
comenzar un nuevo ciclo, 300 mg SSV/L se garantizaban al interior de cada reactor eliminando
la cantidad de biomasa adecuada (purga).

Figura 9 Montaje de reactores con in6culo maduro de microalgas y bacterias y lodo activado. Volumen de
reactores: 0.9 L. Agitacion magnética: 150 — 200 rpm.
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5.4. Meétodos analiticos

5.4.1. Medicion de pH

Los valores de pH se obtuvieron mediante la determinacion de la actividad de los iones de
hidrogeno usando un electrodo compuesto marca OAKTON pH 510 series (fabricado en
Singapur). La medicion de pH se realizo al iniciar y terminar cada lote.

5.4.2. Medicion de oxigeno disuelto (OD)

La medicion de OD se hizo por el método de electrodo de membrana (empleando el medidor
marca YSI modelo 50B fabricado en Ohio, USA), por el que las moléculas de oxigeno atraviesan
una membrana permeable. La medicion de oxigeno se hizo a la misma hora del dia, ya que los
valores son bastante diferentes en ausencia o en presencia de luz, para el caso de los reactores
con microalgas e iluminados. El oxigeno puede bajar casi a cero durante el periodo de oscuridad
y subir hasta valores de 20 mg/L en periodos de luz. La medicion siempre se realiz6 entre las 12
y las 2 de la tarde cuando las microalgas se encuentran realizando la fotosintesis.

5.4.3. Medicion de Sélidos Suspendidos Volatiles (SSV)

La determinacion de Soélidos se realizd en base a los Métodos Normalizados Standard Methods
(APHA et al., 2012).

Se utilizaron filtros Whatman de 55 mm de didmetro y 1um de tamafio de poro para filtrar la
muestra con ayuda de vacio por un Enlermeyer kitasato. Luego se sometieron a 105 °C por 1-2
horas para el secado de las muestras y determinacion de los Solidos Suspendidos Totales (SST),
y 550 °C por 20 minutos para la calcinacion de la muestra y la determinacion de los Solidos
Suspendidos Volatiles (SSV).

5.4.4. Medicion de la Demanda Quimica de Oxigeno

La medicion de la DQO se hizo siguiendo el método 8000 de HACH basado en colorimetria. Se
utilizaron los tubos de HACH (fabricados en Alemania) con dicromato de potasio y acido
sulfarico para un rango de 20 a 1500 mgO>/L. A cada vial (tubo de ensayo) se le agregan 2mL de
muestra y se sometieron a digestion por 120 minutos a una temperatura de 150°C. Finalmente se
dejo que la muestra regresara a temperatura ambiente y se leyd en un espectrofotometro a
620nm. Para el blanco se repite el procedimiento pero la muestra es agua destilada. Para la
medicion de la DQO soluble (DQOs), la muestra era centrifugada y filtrada por un filtro de fibra
de vidrio de 0.1um o de 0.45 um de tamafo de poro, dependiendo del caso.

40| Pagina



5.4.5. Medicion de la concentracion de Nitrogeno Total Kjeldahl (NTK)

El procedimiento para la determinacion del NTK se realizd con los equipos especializados de
VELP Scientifica® siguiendo el método Macro-Kjeldahl 4500-Norg B del Standard Methods
(APHA et al., 2012). El desarrollo y estandarizacion de la técnica se encuentra en el Anexo 1.

5.4.6. Medicion de la concentracion de Nitrogeno amoniacal (NH4")

Antes de la medicion, la muestra era centrifugada y filtrada por un filtro de fibra de vidrio de
0.1um de didmetro. La medicion se hizo siguiendo el método 10031 de HACH basado en
colorimetria (Salicylate Method). Para su determinacion, se utilizaron tubos HACH para un
rango de 0 a 50 mgNHzs/L. Se seleccionaban dos de estos tubos, para el blanco y la muestra. A
cada vial se le agregaban 0,1 de muestra y agua destilada (al blanco). Posteriormente, a cada vial
se le afiadia el contenido de una almohadilla de reactivo de salicilato y luego una de cianurato.
Luego se mezclaban homogéneamente los tubos, se esperaba 20 minutos y se leia al
espectrofotometro.

5.4.7. Medicion de la concentracion de Fosfatos (PO4>")

Antes de la medicion, la muestra era centrifugada y filtrada por un filtro de fibra de vidrio de
0.1pm de diametro. La medicion se realizo siguiendo el método 10127 de HACH basado en
colorimetria (Molybdovanadate with acid persulfate digestion method). Para su determinacion,
se utilizaron tubos HACH para un rango de 0 a 80mgPO4’/L. Se seleccionaron dos de estos
tubos, para el blanco y la muestra. A cada vial se le agregaron SmL de muestra y agua destilada
(al blanco). Posteriormente, a cada vial se le afiadia el contenido de una almohadilla de reactivo
de persulfato, se mezclaban y se sometian a digestion a 150°C durante 30 minutos. Luego se
esperaba a que los tubos alcancen la temperatura ambiente y finalmente se adicionaban 2.0mL de
hidroxido de sodio 2,0molar y 0.5mL de solucion de molibdovanadato. Después de 7 minutos de
reaccion, se leia al espectrofotometro.

5.4.8. Medicion de la concentracion de Nitratos (NO3Y)

Para los primeros ensayos se sigui6 el siguiente método de HACH: Antes de la medicion, la
muestra era centrifugada y filtrada por un filtro de fibra de vidrio de 0.1pm de didmetro. La
medicion se realizd siguiendo el método 10206 de HACH basado en colorimetria
(Dimethylphenol method). Para su determinacion, se utilizaron almohadillas Nitraver 5 de
HACH para un rango de 0.3 a 30mgNO;7/L. Inicialmente se tomaron dos viales de 25mL de
HACH vy se afiaden 25 mL de muestra filtrada a cada vial. Posteriormente, se le afadia el
contenido de una almohadilla de reactivo de a uno de ellos, se agitaban vigorosamente por un
minuto, se esperaba por 5 minutos y se leia al espetrofotometro utilizando el vial con muestra
Unicamente como blanco.
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Ya que el método de HACH producia cierto ruido en la lectura, sobre todo para los influentes
(aguas residuales antes del tratamiento) se utilizd para el Giltimo ensayo se utilizo el cromatografo
de iones descrito anteriormente y se corrigieron los datos anteriores.

5.4.9. Medicion de la concentracion de Nitritos (NO2")

Antes de la medicion, la muestra era centrifugada y filtrada por un filtro de fibra de vidrio de
0.1um de diametro. La medicion se realizo siguiendo el método 10237 de HACH basado en
colorimetria (Diazotization method). Para su determinacion, se utilizaron almohadillas Nitriver 2
de HACH para un rango de 0 a 100mgNO-7/L. Inicialmente se tomaban dos viales de 10mL de
HACH y se afadian 10 mL de muestra filtrada a cada vial. Posteriormente, se le anadia el
contenido de una almohadilla de reactivo de a uno de ellos, se agitaba vigorosamente hasta que
se disolviera el contenido, se esperaba 10 minutos y se leia al espetrofotometro utilizando el vial
con muestra nicamente como blanco.

Ya que el método de HACH producia cierto ruido en la lectura, sobre todo para los influentes
(aguas residuales antes del tratamiento) se utilizo para el ultimo ensayo se utilizo el cromatégrafo
de iones descrito anteriormente y se corrigieron los datos anteriores.

5.4.10. Observaciones al microscopio

Las observaciones al microscopio se realizaron con el microscopio Nikon H550L (hecho en
Japon) para la observacion al microscopio en campo claro y para observacion con fluorescencia
para el rojo Nilo. La camara utilizada para la toma de imagenes microscopicas fue la Nikon DS-
Ril y el software utilizado para el andlisis de imagenes fue el NIS Elements F.

- Determinacion cualitativa de lipidos por tincion con rojo Nilo: Para la tincion con
rojo Nilo de lipidos en microalgas verdes (como el caso de las Scenedesmus y Chlorella)
es necesario llevar a cabo un pre-tratamiento de la muestra para lograr que el colorante
penetre la pared celular de éstas que es bastante rigida. Dos pretratamientos fueron
probados efectivos para efectos de penetracion del colorante, uno de ellos es la
sonicacion y el segundo una resuspension de la muestra en una soluciéon de 0.1g/mL de
glicerol. El procedimiento para la realizacion de esta técnica y su estandarizacion con la
biomasa utilizada en este trabajo se presenta en el Anexo 2. La sefial del rojo Nilo es
capturada en un microscopio de fluorescencia mediante excitacion con laser entre 488-
547 nm, y emision entre 560-600 nm.

42 |Pagina



6. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados se presentaran de acuerdo a las estrategias experimentales que se llevaron a cabo.

6.1. Ensayos preliminares de crecimiento y pruebas de estabilidad del sistema
microalga-bacteria en agua residual municipal.

6.1.1. Crecimiento de microalgas en agua residual municipal

Para efectos de practicidad al presentar los datos, cada reactor es identificado como se indica en
la Tabla 9.

Tabla 9 Identificacion de reactores para ensayo de Agua Residual Municipal con microalgas (ARM+M) y
sin microalgas (ARM).

ID Reactores ARM +M ARM
Volumen util (L) 1.6 1.6
Cantidad de inéculo utilizado (mg) 100 SIN INOCULO

6.1.2. Biomasa y observaciones al microscopio

Si bien los reactores sin indculo de microalgas fueron analizados con la intencion de tener un
blanco de referencia para aislar el efecto de las microalgas y las bacterias (presentes en el agua
residual), desde el dia tres se comenzo a notar como los reactores que no se inocularon con
microalgas (ARM) fueron tomando un color verde cada vez mas intenso y diferentes especies de
microalgas fueron observadas al microscopio. En la Figura 10 se observa claramente como en los
reactores que no fueron inoculados (ARM), no se observan microalgas de ninguna categoria en
el dia 0 y como después de 7 dias de experimentos, aparecen en todo el campo microalgas
circulares mucho mas pequefias que las Scenedesmus y Chlorella (ARM — Dia 7) que no
pudieron ser identificadas por técnicas de reconocimiento morfologico (Prescott, 1984). De esta
figura también es importante notar el cambio morfologico que sufren las microalgas (ARM-M)
desde el dia 0 hasta el dia 7.

Los reactores que no fueron inoculados alcanzaron un color verde tan intenso como los que
habian sido inoculados con microalgas, lo que da a entender que las pocas microalgas que se
encontraban en el agua residual, ya estaban de cierta manera aclimatadas a ese medio y cuando
se les dieron las condiciones ideales para su reproduccion, lo hicieron de una manera mas
eficiente que aquellas que estaban siendo cultivadas en medio mineral (medio Bold) que al ser
sometidas a un medio real como es el agua residual, se tardaron un poco mas en adaptarse.
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Dia 0

Dia 7

Figura 10 Observaciones al microscopio de los sistemas con (ARM + M) y sin (ARM) indculo inicial de
microalgas. Fotografias tomadas en campo claro, ver aumentos en cada foto.

Liirling (2003) concuerda con algunos otros autores que han trabajado los géneros Scenedesmus
y Desmodesmus y hace referencia a la gran “plasticidad fenotipica” que presentan estas dos
especies en cuanto a condiciones ambientales. Algunos de estos cambios son: presentarse de
manera unicelular (con un cenobio) o con 2, 4, 8 y hasta 16 cenobios. También pueden cambiar
su morfologia como tal, dando un aspecto a deformacion, engorde, o transformacion. Tanto el
cambio en la estructura como en niimero de cenobios presentes fueron observados a lo largo de
los experimentos. Liirling, 2003 (Figura 11) muestra una morfologia similar a la que se observa
en las fotos al microscopio finales de la mayoria de experimentos realizados en este trabajo. Esta
imagen pertenece justamente a la especie que se ha logrado identificar en los indculos:
Scenedesmus obliquus.
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Figura 11 Diferentes morfologias de Scenedesmus obliquus (presentandose como unicelulares, y de
2,4,6 y 8 cenobios) como un ejemplo de plasticidad fenotipica (Liirling, 2003).

Con respecto a la productividad de biomasa, se obtuvieron 71 &= 21 mg SSV/L/d y 43 = 2 mg
SSV/L/d para los reactores ARM y ARM + M respectivamente. Si bien para estos ensayos
exploratorios no se realizaron mediciones de clorofila que pudieran ayudar a saber qué
porcentaje de la biomasa generada esta representada por microalgas y qué porcentaje por otros
microorganismos, si se pueden tener algunas conclusiones preliminares al respecto. Basados en
las observaciones al microscopio y el color que alcanzaron los bioreactores, se indica que las
microalgas inoculadas inicialmente en los reactores tardaron un poco en adaptarse al nuevo
sustrato y por tal la productividad alcanzada fue un poco menor a la productividad alcanzada por
los reactores que no fueron inoculados con microalgas ya que las pocas microalgas presentes en
el agua residual (adaptadas al medio), encontraron las condiciones ideales y comenzaron a
multiplicarse rapidamente.

6.1.3. Remocion de fosforo y materia organica

Cuando se analizaron todos los reactores al final de la prueba (al cabo de siete dias) se observé
que la remocién de materia organica medida como DQO fue mayor (casi 80 %) para los
reactores sin indculo de microalgas, lo que indica que pudo haber ocurrido inicialmente una
digestion anaerobia de la materia organica presente y una vez las microalgas presentes en el
sustrato comenzaron a reproducirse y a realizar actividades fotosintéticas, fueron capaces de
generar el oxigeno suficiente para que las bacterias heterotrofas degradaran la materia organica
(Figura 12).

Otra de las razones que se encuentran para explicar este fendémeno es que los reactores
inoculados utilizaron 160 mL de indculo de microaglas suspendidas en medio Bold (sin materia
organica) logrando que éstos trabajaran con una DQO maés diluida que a los reactores que tenian
el medio con 100 % de ARM. Esto se traduce en que no s6lo se tiene mas materia organica sino
también mas microorganismos heterotrofos consumiendo DQO (los presentes en el agua
residual).

En cuanto a la remocion de fosforo, los reactores que fueron inoculados con microalgas

(ARM+M) lograron una remocion de fésforo mucho mayor (casi 100 %) (Figura 12) que los que
no se inocularon con microalgas. Como se explico anteriormente, las remociones de fosforo con

45| Pagina



sistemas mircoalgas-bacterias pueden ocurrir por dos factores: bidtico y abidtico, éste tltimo esta
ligado a los valores de pH alcanzados en el sistema (> 9) y para éste experimento los valores de
pH en los reactores que fueron inoculados con microalgas subi6 hasta 9.5 y 10 unidades para las
réplicas y de 8.5 para los reactores que no fueron inoculados con microalgas. Por ésta razon, los
reactores ARM-M alcanzaron una remocion de fésforo mayor ya que, por alcanzar valores de pH
alcalinos, ambos mecanismos (bidtico y abidtico) se llevaron a cabo al interior de éstos siendo
mayoritario evidentemente el proceso abiotico.

BARM+M ®ARM
100

75
50
25

0

Remocién de DQO Remocién de P-PQ43-

Porcentaje. %o

Figura 12 Porcentajes de remocion de DQO y PO4* con (ARM+M) y sin (ARM) in6culo de microalgas.

6.1.4. Remocién de nitrogeno.

En procesos aerobios, el amonio puede ser removido de las aguas residuales de tres maneras: a)
asimilacion: utilizacion del nitrégeno para procesos celulares (transformacion de NHs" a
Norganico), b) nitrificacion: llevado a cabo por bacterias autétrofas nitrificantes que transforman en
amonio en nitritos y nitratos y c¢) abiotica: Cuando el pH es superior a 8.5 unidades, el amonio es
convertido a amoniaco (gas) y se libera a la atmdsfera. Los reactores ARM+M alcanzaron una
remocion del 5 % mayor que los que no se inocularon con microalgas (ARM). Se cree que esto
estd nuevamente relacionado con el valor de pH alcanzado por los reactores ARM+M (> 9.5)
donde se pudo haber presentado una volatilizacion del amonio un poco mayor a aquella
presentada en los reactores ARM.
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Figura 13 Porcentajes de remocion de N-NH," con (ARM+M) y sin (ARM) inéculo de microalgas

La observacion mas importante de éste ensayo preliminar fue coémo los reactores que habian sido
pensados inicialmente como blancos, desarrollaron microalgas al cabo de 7 dias y obtuvieron
porcentajes de remocion de materia orgdnica y nutrientes comparables y en algunos casos
mayores a aquellos obtenidos por los reactores que se inocularon con microalgas. Con base a esta
observacion es que se realizan algunos de los siguientes experimentos.

De éste experimento también se concluyd que es importante que se utilicen indculos
concentrados para atenuar el efecto de la adicion de volimenes considerables de las soluciones
en las que estan suspendidos los indculos: evitar diluciones y diferencias en las concentraciones
iniciales de ciertos compuestos, como nitrato para el caso del medio Bold.

La Tabla 10 presenta diferentes estudios realizados con microalgas utilizando aguas residuales y
se puede observar que la mayoria de los estudios no s6lo manejan aguas residuales muy diluidas,
sino también utilizan cepas puras de microalgas, lo cual es un gasto adicional si se compara con
los reactores que no se inocularon y que s6lo en 7 dias ya se habian tornado completamente
verdes y se observaron especies de microalgas al interior de los mismos por medio del
microscopio.
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Tabla 10 Comparacion bibliografica para aguas residuales

Valores de

Tiempo . Concentracéon | Produccion de e s Valores de
Especies de (. . nitrogeno Valores de
de . Sustrato maxima de biomasa ; Fosfatos
AUTOR < microalgas o amoniacal DQO (mg/L)
reaccion - utilizado DQO (g/L/d) L (mg/L)
(dias) utilizadas (mgDQO/L) (mg/L)
Inicial | Final | Inicial Final | Imicial | Final | Imicial | Final
(Hammouda et Chlorella, Agua residual
al., 1995) 7 Scenedesmus doméstica 180 ) ) 25 10 > 6 180 100
Agua residual
(Hongyang et Chlorella industrial: %
al., 2011) 3 pyrenoidosa | Produccion de 3000 0.38 60 20 1.7 3.4 3000 >00
soya
Agua residual
. tratada
(Martinez et 7 Scenedesmus | ente ; ; ; 274 2 118 | 59 -
al., 1999) obliquus . -
sedimentador
secundario)
(Aslan and Chlorella Agua residual ) " " -
Kapdan, 2006) 10 vulgaris sintética 4 26 410 300 199 170 -
Microalgas .
(Suetal, 8 filamentosas | g residual 130 0.05 14.6 0 4.9 1.5 130 0
2011a) doméstica
verde-azules

**Medido como mg de clorofila
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OD (mgO4/L)

6.1.5. Evaluacion de la estabilidad del sistema microalga-bacteria.
Etapa 1: Estabilidad bajo medicion diaria de condiciones fisicas: pH y OD.

Para los ensayos de estabilidad, se utilizdo el mismo tipo de agua que en ensayo anterior
(5.1.1. a) La Figura 14 y la Figura 15 indican que el comportamiento de los tres ciclos
respecto a estas variables fue similar. Se observa como el OD comienza en valores cercanos a
cero mg/L debido al alto consumo de Oz por parte de las bacterias y siempre va a en aumento
gracias al crecimiento exitoso de las microalgas.

La Figura 15 indica claramente un incremento en los valores de pH, debido a una alteracion
del sistema de equilibrio del CO2, HCOs", CO57.

Se puede concluir entonces para el primer objetivo de esta etapa experimental que el sistema
microalga-bacteria bajo una relacion de indculo 1:1(p/p), microalgas:lodo puede ser utilizada
como indculo, en los procesos de remocion de carga orgéanica y nutrientes.

. —@— Series] —S— Series2 —— Series3 —s—Ciclo1 —=—Ciclo2 ——Ciclo 3
- 10 -
6 - 295 1
< 97
47 £ 8.5 -
=
2 < 8 7
575 1
0 T T T T T 1
1 2 3 4 5 7 '
Tiempo (dias) Tiempo (dias)
Figura 14 Dindmica de OD de cada lote. Figura 15 Dinamica de pH de cada lote

Otra variable que ayuda a reforzar la hipdtesis de la estabilidad del sistema es la formacion
de fléculos con microalgas incorporadas que puede ser muy util a la hora de la cosecha de la
biomasa como se observa en la Figura 16.

INOCULO CICLO 1 CICLO 2 CICLO 3

Figura 16 Seguimiento al microscopio (fotos tomadas en campo claro, 20X).
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Etapa 2: Analisis de remociones iniciales y finales del tercer lote.

Para el andlisis de esta segunda etapa se muestra como el sistema después de estar estable,
remueve de una manera eficiente los nutrientes (nitrogeno y fosforo). La remocion de materia
organica no fue tan eficiente (44.5 %) debido a que no se tuvo la precaucion de purgar el
sistema y para el cuarto ciclo (cuando se midieron las remociones) habia demasiada biomasa
al interior de los reactores (990 + 30 mg SSV/L) y la cantidad de luz que lograba entrar al
sistema era menor. A demas, al no purgar el sistema, se tenia un lodo viejo (inactivo) dentro
de los reactores (Tabla 11).

Tabla 11 Promedio de remociones de los reactores en duplicado.

REMOCION DE REMOCION DE REMOCION DE
REACTOR PO (%) NH.' (%) DQO (%)
ly2 922 +0.6 67.9+7 44.46 2.8

6.2. Evaluacion de la limitacion del crecimiento y la capacidad de remocion de
nutrientes y materia organica de un consorcio de microalgas sometido a
diferentes concentraciones de purines de cerdo y digestato anaerobio.

La caracterizacion real de los sustratos para alcanzar las concentraciones descritas en la
metodologia se presenta a continuacion en la Tabla 12.

Tabla 12 Caracterizacion real de los sustratos con diferentes concentraciones de purines de cerdo y

digestato anaerobio

Digestato | Digestato | Digestato Purines Purines | Purines

0.5 1 2 0.5 1 2

DQO 40 1096 2040 714 1336 | 2422
soluble | M& DQOs/L 7

NH," mg N-NH,"/L 191.4 337.2 456.0 141.9 313.2 525.6
PO mg P-PO,*/L 11.2 18.9 37.8 12.4 15.2 34.8
SSv mg SSV/L 176.0 320.0 377.0 123.0 198.0 303.0

pH | Unidadesde 7.5 7.5 7.5 7.5 7.5 7.5

pH
OD mg O,/L 4.3 0.6 0.4 3.0 0.5 0.3
6.2.1. Remocion de materia organica, nutrientes roductividad de biomasa de
g yp

reactores con digestato anaerobio

En cuanto a remocion de materia organica, los reactores con las tres diferentes concentraciones
tuvieron un comportamiento muy similar (remociones de DQO alrededor de 80 %), sin embargo,
como se observa en la Figura 21, el reactor mas concentrado DA 3 no cambi6 de color ni se
observaron microalgas al final de ciclo en este reactor, lo que significa que tal vez lo ocurrido en
este reactor fue un proceso anaerbio de remocion de materia organica.
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En cuanto a la remocion de nitrégeno amoniacal, el mayor porcentaje de remocion lo obtuvo el
reactor DA 1, el reactor con una concentraciéon mayor (DA 2) tuvo una remocién negativa de
nitrogeno, es decir, produjo un 20 % mas de la cantidad de nitrégeno amoniacal inicial, lo que
reafirma la hipotesis de que en éste reactor se presentaron condiciones anaerobias ya que cuando
se presenta digestion, los nutrientes que se encuentran al interior de las células se liberan al
medio (Tchobanoglous et al., 2002). Otra razén por la cual se puede afirmar que no hubo
presencia de oxigeno en este reactor, es que no hubo colonizacion de microalgas en el mismo, los

reactores no se tornaron de color verde y no se observaron microalgas al microscopio como se
observa en la Figura 22.

La remocion de fosfatos fue mayor en el reactor DA 0.5 lo que es normal ya que la
concentracion de fosfatos era menor y los tnicos dos medios para remover fosfatos de aguas
residuales es por precipitacion (pH > 9), lo cual no aplica para este caso o por asimilacion:
asociado al crecimiento de la biomasa (Figura 17).

Con respecto a estas tres variables uUnicamente, se podria concluir que las mejores
concentraciones son las que permiten obtener valores de DQO entre 750 y 1200 mgDQOs/L. La
variable que mas influyd en la decision fue la productividad de biomasa (Figura 18) donde
claramente se observa que la mayor productividad se obtuvo con el reactor DA 1.

mRemocion de DQOs ®Remocion de N-NH4+ = Remocién de PO43-

100
75
X
ey 50
% %2?2?5?5??
2 £1 §gg\§_
2 ¥ %]n’f?%
- n - -
§J | = i

o

DA 0.5 DAl
-25
Figura 17 Remociones de DQO, N y P de los reactores con diferentes concentraciones de digestato
anaerobio
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Figura 18 Productividad de biomasa con diferentes concentraciones de digestato anaerobio

6.2.2. Remocién de materia orgénica, nutrientes y productividad de biomasa de
reactores con purines de cerdo

Para los purines de cerdo, el comportamiento en cuanto a la remocion de materia, nuevamente
los tres reactores obtuvieron remociones similares (alrededor del 75 %). En cuanto a la remocion
de nitrégeno amoniacal, nuevamente el reactor con una concentracion mayor (PC 2) tuvo una
remocion negativa de nitrogeno, lo que indica que dentro de éste se produjeron también
condiciones anaerobias. El mayor porcentaje de remocion lo obtuvo el reactor PC 0.5. En cuanto
a la remocion de fosfatos, los valores se presentaron en forma descendiente de menor a mayor
concentracion (mas concentrado, menor remocion) (Figura 19). Para tomar una decision con
respecto a la concentracion que se seguird utilizando para purines de cerdo, también se analiz6 la
variable de la productividad de biomasa y segin esto, el reactor mas concentrado (PC 2 ) es
también el reactor con una productividad mayor (Figura 20).

A pesar de que la productividad fue mayor con el reactor mas concentrado, la biomasa generada
en ¢éste reactor no fue biomasa microalga-bacteria precisamente (Figura 21). No solo
visualmente, los reactores mas concentrados tanto con purines de cerdo como con digestato no
tomaron un color verdoso sino que al microscopio tampoco se observaron microalgas (Figura 22)
como si se observo una cantidad mucho mayor en el reactor con la concentracion intermedia (PC
1) y por ésta razdn ésta fue la concentracion que se escogid para los siguientes experimentos.
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Figura 19 Remociones de DQO, N y P de los reactores con diferentes concentraciones de purines de cerdo
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Figura 20 Productividad de biomasa con diferentes concentraciones de purines de cerdo
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Figura 21 Evidencia de poco crecimiento de microalgas en PC 2 y DA 2 (reactores de 450 mL, agitacion
orbital: 200 rpm)
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Figura 22 Cambios microbiologicos de la biomasa con purines de cerdo. Fotografias tomadas en campo
claro, aumento: 40X.
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6.3. Evaluacion del efecto de la inoculacion con microalgas sobre la remocion de
nutrientes y materia organica de tres diferentes tipos de agua residual

En la Tabla 13 se encuentran los datos de las caracterizaciones a cada uno de los sustratos
alimentados a los reactores al comienzo de cada ciclo (purines de cerdo 1 y digestato anaerobio
diluidos).

Tabla 13 Caracterizaciones realizadas a los sustratos antes de cada ciclo de alimentacion

Pardmetro Unidades Agua Residual Purines de Digestato
Municipal (ARM) | Cerdo (PC) | Anaerobio (DA)

DQOs* mg O./L 412 + 152 834 +£170 934 + 271

Nitrégeno Amoniacal* mg N — NH,"/L 62.7 + 8.1 63.6+74 943+ 124
Fosfatos solubles* mgP - PO /L 146 +1.9 3.8 +3.1 16.3+2.2
Radio N/P - 3.0-5.0 19.0 -22.0 5.0-6.0
Nitratos** mg N - NO*/L 6.1 +0.26 10.6 + 0.50 55+0.5
Nitritos** mg N - NO*/L 1.5+0.3 1.41+0.08 3.0+0.8

pH pH Units 7.8+0.5 8.1+04 7.7+0.6

Solidos Suspendidos Volatiles mg SSV/L 150 +50 250 +30 400 + 70

*Filtrados con filtros de fibra de vidrio de 1um. **Filtrados con filtros de celulosa de 0.45um.

En la Tabla 14 se observan las cantidades de lodo y suspension de microalgas utilizadas para la
inoculacion inicial del sistema procurando tener una concentracion de solidos suspendidos
volatiles de 300 mg SSV/L asi como la identificacion de cada reactor.

Tabla 14 Concentraciones de indculo iniciales e identificacion de los reactores.

Microalgas (M) y bacterias (B) Bacterias (B)
Reactor ARM-M+B | PC-M+B | DA-M+B | ARM-B | PC-B | DA-B
mg de B 90 90 90 270 270 270
mg de M 180 180 180
Concentracion
inicial de biomasa 300 300 300 300 300 300
(mgVSS/L)

6.3.1. Determinacion del tiempo de reaccion

Para determinar el tiempo de reaccion de cada lote, se realizaron cinéticas determinando los
parametros DQOs, N-NH4" y SSV cada dos dias, durante ocho dias.

La remocion de DQOs comienza a decaer a partir del dia 3 para el caso del reactor con agua
residual municipal (ARM) y con indculo de bacterias y microalgas (ARM-M + B) y a partir del
dia 5 para el caso del reactor con purines de cerdo (PC) y con indculo de bacterias y microalgas
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(PC-M + B). Esto puede ocurrir para sistemas con microalgas verdes y verdes azules, algunas de
estas especies liberan pequenas cantidades de acido glicdlico al medio (Cheng et al., 1972;
Tolbert and Zill, 1956) lo que se puede traducir en un aumento en la DQO. El reactor con
digestato anaerobio (DA) y con indculo de microalgas y bacterias (DA-M + B) pareciera todavia
seguir en aumento después de terminado el ciclo de siete dias (Figura 23).

Los reactores que fueron inoculados unicamente con lodo activado, y que fueron alimentados
con ARM y PC, alcanzaron un maximo de remociéon de DQO al dia 5 y nuevamente para el caso
del que fue alimentado con DA pareciera seguir en aumento.

Para los reactores ARM-M+B, PC-M+B y ARM-B, la remocion de nitrogeno amoniacal alcanzé
el 100 % para el dia 5, a diferencia de los reactores alimentados con DA que para el final del
experimento, s6lo habian alcanzado el 66 % para el reactor que no habia sido inoculado con
microalgas. Este comportamiento es normal ya que, si bien los sustratos DA y PC contenian
concentraciones de DQO similares, la concentracion de nitrogeno es mayor para DA.

En cuanto a la produccion de biomasa, se observa como para los reactores que fueron inoculados
con microalgas, se alcanza un valor casi constante a partir del dia 3.

Como lo que se pretendia para este ensayo era determinar el tiempo en el cual se alcanzaran las
mayores remociones de nutrientes y materia organica, asi como obtener la mayor cantidad de
biomasa (por su alto valor agregado), la decision de definir el tiempo en cuatro dias se tomo
entonces por estas tres razones: a) el decaimiento en la remocion de DQOs presentada por los
reactores inoculados con microalgas y alimentados con ARM y PC, b) porque se habia llegado al
maximo de produccion de biomasa desde el dia #3 y c¢) porque los reactores con ARM y PC
lograron una remocion de nitrégeno amoniacal del 100 % para el dia 5. Si bien no todos los
reactores alcanzan los maximos de remocion en este tiempo (4 dias), lo que se busca es forzar a
la aclimatacion de la biomasa por medio de un estrés por tiempos cortos de reaccion.
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Figura 23 Dinamicas de remocion de DQOs en reactores con (M + B) y sin (- B) in6culo de microalgas.
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Figura 24 Dinamica de remocion de nitrégeno amoniacal en reactores con (M + B) y sin (- B) indculo de
microalgas.
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Figura 25 Dinamica de crecimiento de biomasa de los reactores con (M + B) y sin (- B) in6culo de
microalgas

Después del primer ciclo, el color en los reactores que se inocularon unicamente con lodos
activados cambi6 a verde palido y se observaron algunas diatomeas utilizando el microscopio.
Después del segundo ciclo, los reactores con el mismo sustrato que fueron inoculados con
microalgas tenian el mismo tono que los reactores que no y en éstos ultimos, otras especies de
microalgas fueron identificadas (Figura 26). Este fue el primer indicio para probar la hipétesis de
que no es necesario un indculo de microalgas para arrancar un sistema microalga-bacteria si las
condiciones son adecuadas. En la Figura 27 se puede observar coémo al iniciar el ciclo, no habian
microalgas presentes en la biomasa y como al terminar el ciclo, las microalgas no so6lo
colonizaron el medio sino que fueron atrapadas por los flocs del lodo activado ayudando asi a la
sedimentacion (cosecha) de la biomasa que es el cuello de botella de estos sistemas.
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Figura 26 Reactores después de 2 ciclos de operacion. (reactores de 900 mL, agitacion magnética: 150 —
200 rpm)

Figura 27 Micrografias de los reactores A) PC-B en el dia 0 y B) PC-B después de tres ciclos de
operacion. (Formacion de floculos microalga-bacteria). Fotografias tomadas en campo claro (50pum: 20X
y 100 pm: 10X).

Luego de definir el tiempo de reaccion, se llevaron a cabo cinco ciclos de 96 horas (4 dias)
donde se analizaron las siguientes variables al inicio y al final de cada ciclo: DQOs, NH4*, PO4*",
NOs7, NO2 y SSV. Con el dato de SSV finales se extraia la biomasa necesaria para comenzar el
siguiente ciclo con la misma cantidad de s6lidos (350 = mg SSV/L).

6.3.2. Remocidn de materia organica

Es interesante notar que los porcentajes de remocion mas altos fueron obtenidos por los reactores
que no fueron inoculados con microalgas: 74 % + 2.7 y 84 % + 2.1 para ARM-B y PC-B
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respectivamente. Sin embargo, se realizaron andlisis de ANOVA y se demuestra que no hay
diferencias significativas entre los dos tipos de inoculacion. Esto indica que las pocas microalgas
presentes en los sustratos pueden crecer facil y rdpidamente porque estan adaptadas a ese
ambiente.

Después de que las microalgas alcanzan una concentracion significativa en los reactores, el OD
incrementa (hasta 19 — 20 mg O2/L) hasta un nivel en el cual las bacterias heterotroficas pueden
oxidar la materia orgénica eficientemente. Esto da una idea de que éstos sistemas son
econdomicamente viables ya que no es necesaria la aireacion para lograr las mismas remociones
que aquellas obtenidas por sistemas por lodos activados convencionales. Sin embargo, como el
tiempo de retencidon en sistemas alga-bacteria es hasta cuatro veces mayor que los lodos
activados, el area de los sistemas alga-bacteria debe ser mucho mayor.
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Figura 28 Remocion de DQOs (media + SD) de reactores con y sin indculo de microalgas

6.3.3. Remocioén de fosforo

Como se explicd anteriormente, hay dos vias para remover el fosforo de las aguas residuales
(bidtica y abidtica). La dimanamica de pH se presenta a continuacion en la Figura 29 y en ella se
puede apreciar que para todos los casos, el pH final se mantuvo alrededor de 8.5 para todos los
reactores, indicando que no toda la remocion de fosfatos puede ser atribuida a la precipitacion
(via abiotica). En éste caso es mas probable pensar que la remocion se le atribuye a la via bidtica.
Las microalgas y bacterias usan el fosforo para sintetizar constituyentes celulares y la cantidad
de fosforo usada esta relacionada con su estequiometria. Segiin Martinez (1999), Scenedesmus
obliquus tiene una tasa especifica de consumo de fésforo de 0.0025 pmol P/mg biomasa/h. Sin
embargo, bajo ciertas circunstancias, las microalgas pueden tomar mucho mas fosforo que el
necesario para sobrevivir. Este extra-fosforo es almacenado como polifosfatos para su uso como
una fuente interna cuando la concentracion externa de fosforo es limitante, y es conocido como
“polyphosphate overplus”, esto ocurre en la ausencia de crecimiento (Aitchison and Butt, 1973).
El almacenamiento de polifosfato a pesar de las comodas condiciones de crecimiento se explicd
anteriormente (consumo de lujo) y es tipico del metabolismo normal de los microorganismos
(Eixler et al., 2006). Powell (2009) estudi6 el consumo de lujo de fosforo de Scenedesmus sp en
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lagunas de estabilizacién y encontré que esta especie de microalgas efectivamente almacena
extra-fosforo al interior de las celular como granulos de polifosfato (granulos de volutin). Los
mayores porcentajes de remocion de fosfatos fueron obtenidos por los reactores alimentados con
ARM y PC tanto los que fueron inoculados con microalgas como los que no (77 % £ 4.3y 76 %
+ 8.5, respectivamente). Los resultados para los reactores alimentados con DA fueron
significativamente (P=0.003) diferentes para los reactores con y sin indculo de microalgas (68 %
+ 10 y 30 % + 8.2 respectivamente), esto se puede deber a que el digestato anaerobio puede tener
algunas sustancias inhibitorias (Figura 30), la mas comun en digestatos es el sulfuro.
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Figura 29 Dinamica de pH de los reactores
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Figura 30 Porcentajes de remocion de fosfatos (media + SD) de reactores con y sin indculo de microalgas

634. Remocion de nitrogeno

En cuanto a la remocidn de nitrégeno, los mayores porcentajes se presentaron para ARM seguido
de PC y por ultimo DA (Figura 31).
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Figura 31 Remocion de nitrogeno total (media = SD) de los reactores con y sin indculo de microalgas

Para comprender un poco mejor los mecanismos de remocion de nitrogeno que se presentaron en
el experimento, se analizd la concentracion de nitrogeno total inicial y las diferentes especies
nitrogenadas encontradas al final de cada ciclo (Figura 32).

Los reactores con indculo de microalgas y bacterias remueven el nitrogeno principalmente por
mecanismos de asimilacion al interior de las células y los reactores con inoculo de bacterias
remueven el nitrogeno por vias de asimilacion pero otra parte también es nitrificado.

Esto se puede explicar por dos razones, 1) el in6culo de microalgas utilizado estaba siendo
crecido en medio Bold (cuya fuente de nitrogeno es unicamente de nitratos) y por tal, consumian
todos los nitratos disponibles en el medio y 2) la cantidad de mg de lodo aerobio inoculado a los
reactores fue mayor para aquellos que s6lo se inocularon con lodo y por tal la cantidad de
bacterias nitrificantes presentes en €1, seran mayores en €stos reactores.

Si bien los reactores alimentados con el mismo sustrato tuvieron porcentajes de remocion de
nitrégeno total similares, los mecanismos de remocion fueron diferentes, ambos removieron el
nitrégeno amoniacal mayormente por asimilacion al interior de las microalgas pero los que no se
inocularon inicialmente con microalgas presentaron cierto porcentaje de nitrificacion. Para el
caso del tratamiento de aguas residuales, no es conveniente que el nitrégeno esté presente en el
efluente en forma de nitrito o nitrato porque aunque el nitrogeno estd en un estado de oxidacion
mas avanzado, también puede causar eutrofizacidon aguas abajo mientras que si el nitrogeno es
asimilado al interior de las microalgas, éstas se pueden separar por medios de filtracion o
sedimentacion y el nitrdgeno organico (presente en el interior de las células) es removido
completamente del agua residual tratada.
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Figura 32 Mecanismos de remocion de nitrégeno (media + SD) de los reactores con y sin inoculo de
microalgas

635.  Analisis de ANOVA para velocidades y tasas de remocion de nutrientes y
materia organica

Para probar si hay diferencias estadisticamente significativas entre la inoculacion con microalgas
inicial y el tipo de agua utilizado, se realizo la prueba estadistica de la ANOVA (ver Anexo 3)
para las velocidades de remocion de materia orgédnica y nutrientes asi como las tasas de remocion
de nitrogeno amoniacal y fésforo

De la ANOVA de velocidades de remocion de DQOs se puede observar que si hay diferencia
significativa con respecto al tipo de agua utilizada. Este andlisis es muy valioso ya que nos
permite concluir con ayuda de la Figura 28, que los tratamientos con purines de cerdo son no
solo los mas eficientes, pero si los mas veloces para remover materia organica. Otra conclusion
que se revela con éste analisis es que no presenta diferencias estadisticamente significativas en
relacion a si se inocula inicialmente con microalgas el sistema o no y esta conclusion es bastante
importante ya que revela un ahorro todavia mayor en cuanto a costos de inoculacion de los
sistemas, con este ensayo se puede concluir que si las condiciones de disefio de los tratamientos
(tipo laguna) de aguas residuales se ubican también en zonas con buena incidencia de rayos
solares, entonces no hay necesidad de comprar ningun tipo de indculo para que el sistema en
muy pocos dias comience a producir biomasa microalgal con los microorganismos presentes en
el agua residual.

La ANOVA de velocidad de remocion de NH4" indica que no hay diferencias significativas en
cuanto a la velocidad de remocion de nitrogeno amoniacal en los diferentes sistemas ni por el
tipo de agua utilizada ni por la inoculacion inicial del sistema. Se realiz6 una ANOVA
subsiguiente analizando las tasas de remocion de nitrégeno amoniacal (teniendo en cuenta la
biomasa producida) y tampoco se encontraron diferencias significativas en ninguno de estos
aspectos, lo que indica que el sistema microalga-bacteria tiene una cinética de remocioén de
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nitrégeno estadisticamente igual en cualquiera de los tres tipos de agua con o sin inoculacion
inicial de microalgas.

En cuanto a la velocidad de remocion de fosfatos, ANOVA indica que si hay diferencia
significativa tanto en el tipo de agua como en la inoculacion inicial del sistema en cuanto a
velocidad de remocion y que también hay diferencia en la tasa de remocion dependiendo del tipo
de agua utilizado. Este resultado no concuerda con lo consultado en la bibliografia en cuanto a
las relaciones ideales de nitrogeno y fosforo y como afectan las velocidades de remocion de
nutrientes cuando se tienen relaciones por encima o por debajo del 6ptimo que se tiene para
Scenedesmus de 30. Si bien los purines de cerdo tenian la relacion N/P mas alta que digestato y
agua residual, todos tienen inicialmente una relacion N/P muy por debajo del ideal y se supone
que en esos casos el sistema estd limitado por fosforo y su velocidad de remocion en teoria
aumenta porque las microalgas acumulan fosforo extra; pero no ocurrié asi y la razon que se
considera mas probable es porque, como se observo al principio, el nitrégeno amoniacal se abate
desde el tercer dia casi un 80 % lo que genera nuevamente un desbalance en la relacion N/P que
tiene el efecto contrario al que se comentaba anteriormente, y la biomasa se encuentra con una
sobrecarga de fosfatos que no son asimilados por la biomasa.

En este punto es importante analizar también los cambios en el pH que, a diferencia de los
ensayos realizados anteriormente, no hubo cambios grandes en el pH (Figura 29). Esto también
se evidencio en el ensayo con diferentes concentraciones de purines y digestato y la razon que se
encuentra posible para esto es que la carga organica en estos casos era tan alta que la
mineralizacion de la materia organica era mas acelerada, por tal la cantidad de CO, presente en
los sistemas era un tanto mayor para lograr mantener el valor de pH alrededor de 8 - 8.5 unidades
durante todo el experimento. Estos valores de pH reducen o casi descartan la posibilidad de
perder nutrientes de manera abidtica (volatilizacidon o precipitacidon) ya que se necesitan valores
de pH alrededor de 9 unidades para que esto ocurra; dato que soporta los analisis hechos
previamente en cuanto a la remocion de nutrientes a cargo del consumo de la biomasa. Esto tiene
una implicacion importante en cuanto al mantenimiento de una buena actividad de la biomasa sin
necesidad de regulaciones externas de pH como se hace en muchos casos para sistemas con
microalgas.

6.3.6. Formacion de fléculos y acumulacion de lipidos al interior de las microalgas
En la Figura 33 se observa una imagen tomada al microscopio del indculo de microalgas

utilizada para éstos ensayos. Es importante notar la forma y el tamafio que tienen las células de
Scenedesmus y Desmodesmus antes de ser sometidas a las aguas residuales municipales.
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Figura 33 Indculo de microalgas al microscopio. Fotografia tomada en campo claro, 100X.

Para el reactor ARM-M +B, se observo que a lo largo del experimento no hubo una gran
adherencia de las microalgas a los floculos del lodo activado, se observaron mas bien microalgas
de nado libre (Figura 34 a y d). Lo que si se puede notar son ciertos cambios morfoldgicos en las
microalgas (Figura 34 c¢).

A diferencia del anterior, el reactor que fue alimentado con el mismo sustrato pero que no fue
inoculado inicialmente con microalgas (ARM-B), presenta una buena adherencia de las
microalgas al floc bacteriano (Figura 35). Esto es importante porque, como se menciond
anteriormente, el cuello de botella de estos sistemas estd en los costos de separacion de la
biomasa microalgal del medio, conocido también como la “cosecha” de las microalgas; lo que
indica que si se logra una buena incorporacion de las células microalgales al floculo de bacterias
se puede lograr la sedimentacion de la misma manera, o similar a la que se logra en un sistema
de lodos activados sin necesidad de agregar coagulantes quimicos o utilizar otros métodos que
representarian un costo adicional al sistema de tratamiento. Y esto fue justamente lo que ocurrid
con los reactores que fueron inoculados tnicamente con lodo activado, los cuales sedimentaban
al cabo de una hora dejando un buen clarificado a diferencia de los que fueron inoculados con
microalgas (Figura 39).

Con respecto a los reactores que fueron alimentados con purines de cerdo e inoculados con
microalgas y bacterias, también se puede notar como a pesar de que se evidencian algunas
formaciones de floculos con ambos grupos de microorganismos (Figura 36), la formacion de
éstos en el reactor que no fue inoculado con microalgas es mucho mas evidente y los fléculos
estan mas consolidados (Figura 37). Esto indica que, nuevamente, los reactores que no fueron
inoculados con microalgas, al tener mayor cantidad de lodo activado, las microalgas que se iban
desarrollando naturalmente al interior de los mismos facilmente iban siendo adheridas a los
floculos presentes en el lodo activado (Figura 37 d).

Los reactores que fueron alimentados con digestato anaerobio (tanto los que fueron inoculados
con microalgas como los que no) no presentaron formaciones de floculos como en el caso de los
reactores alimentados con PC y ARM pero si se notaron cambios en la morfologia de las
microalgas (Figura 38 d)).
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Figura 34 Cambios en la biomasa ARM-M + B. Fotografias tomadas en campo claro: a) 20X, b) 40X, c)
100X y d): 10X.

Figura 35 Cambios en la biomasa ARM-B. Fotografias tomadas en campo claro a 20X.
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Figura 37 Cambios en la biomasa PC-B. Fotografias tomadas en campo claro. a), b)yc)a20X yd) a
100X.
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Figura 38 Cambios en la biomasa DA-M + B y DA-B. Fotografias tomadas en campo claro. a) 4X, b) y ¢)
10X y d) 100X.

1 Hora des;'pués

Figura 39 Sedimentacion de los reactores con (arriba) y sin (abajo) indculo de microalgas

En cuanto a las observaciones con tincién con rojo Nilo, se comenzaron a hacer seguimientos
cada que se terminaba un ciclo de la biomasa contenida en el reactor con ARM e indculo de
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bacterias y microalgas (Figura 40). Si bien en estas imagenes se pueden notar algunos puntitos
amarillos al interior de las células, son realmente incipientes y se encuentran desde el principio
del experimento (no hay acumulacion extra de lipidos al interior).

Al término del ultimo ciclo, se decidid hacer una tincion no so6lo al reactor con ARM, sino
también al de PC e in6culo de microalgas y bacterias, ya que los datos de estos reactores y la
biomasa observada en campo claro parecia también prometedora para la acumulacion de lipidos
(Figura 41). En este reactor se encontraron microalgas no sélo con cambios bastante fuertes en su
morfologia pero también con muy alta cantidad de lipidos al interior de las células.

La razon por la cual se cree que hay una acumulacion de lipidos en estos sistemas es por la
relacion N/P tan baja que se tiene para el caso de los purines de cerdo trabajados en el
laboratorio. Xin et al. (2010) han mencionado la capacidad de las microalgas para la
acumulacion de lipidos al interior de las células cuando son sometidas a un estrés de limitacion
por fésforo, y este pudo haber sido el caso. También por esta buena acumulacion de lipidos con
el sustrato de purines de cerdo 1 (PC1) es que se decide hacer el siguiente y ultimo ensayo con
otros purines de cerdo (PC2) y con otro indculo (in6culo maduro de microalgas-bacterias
cultivadas en agua residual) para conocer si la acumulacion de lipidos se daba principalmente por
el sustratao (baja relacion N/P) o por la especie de microalga utilizada.

W
4

Figura 40 Tincidn con rojo Nilo para reactor con ARM. Fotografias tomadas con microscopio de
fluorescencia, excitacion con laser entre 488-547 nm y emision entre 560-600 nm. Fotografias con 20pm
de escala: 20X y 10um: 100X.
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Figura 41 Tincidn con rojo Nilo para reactor con purines de cerdo. Fotografias tomadas con microscopio
de fluorescencia, excitacion con laser entre 488-547 nm y emision entre 560-600 nm. Fotografias a), b),
c), d) y ) fueron tomadas a 40X, fotografia e) a 20X.

6.4. Remocion de nutrientes y materia organica con sistemas alga-bacteria contra
sistemas por lodos activados operados por lotes

Por facilidad para presentar los resultados, en la Tabla 15 se encuentran identificados los
reactores que serdn comparados en éste experimento, los reactores sin luz (SL) son la
representacion de los reactores que trabajaron como lodos activados y son comparados contra los
reactores con luz (CL) que son los sistemas alga-bacteria ya que las microalgas se desarrollaron
en éstos reactores de una manera natural como se explico en el experimento anterior. Los
sustratos utilizados en éste experimento fueron presentados anteriormente en la Tabla 13.
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Tabla 15 Identificacion reactores con y sin luz

Reactor ARM-SL | ARM-CL | PC-SL PC- CL DA-SL | DA-CL
namero
Sustrato ARM Agua ARM Agua PC: Purines PC: Purines .DA: .DA:
utilizado Residual Residual de cerdo de cerdo Digestato Digestato
Municipal Municipal Anaerobio | Anaerobio
Iluminacion | SL: SinLuz | CL: ConLuz [ SL: SinLuz | CL: ConLuz | SL: Sin Luz CIi:u(;on
Tiempo de | dia 4 dias | dia 4 dias I dia 4 dia
reaccion
6.4.1. Remocion de materia organica

Las remociones mas altas de DQO fueron observadas para ARM y PC (Figura 42). Es
interesante notar que los mayores porcentajes de remocion fueron alcanzados por los reactores
que desarrollaron las microalgas y que no fueron aireados mecanicamente: 75 % =+ 3.2, 84 % +
2.1 y 66 % + 8.9 para ARM, PC y DA respectivamente. Esto indica que las pocas microalgas
presentes en los sustratos pueden crecer y desarrollarse rapidamente proporcionando el oxigeno
disuelto (durante el dia) suficiente para que las bacterias heterotrofas puedan llevar a cabo la
eliminacion de la materia organica eficientemente. Esto prueba que los sistemas alga-bacteria no
solo no se tienen que inocular sino que no se tienen que airear para lograr remociones iguales o
mejores que aquellas obtenidas por los SBR convencionales. Es bueno recordar que con estos
sistemas no es necesario airear, pero los tiempos de reaccion son 4 y hasta 10 veces mayores
(Pires et al., 2013), es decir, requieren areas mucho mayores. Como se menciono anteriormente,
en México el 31% de los tratamientos de aguas residuales instalados son operados por lagunas de
estabilizacion lo que indica que el area podria no ser una limitante. Es importante anotar que el
consumo de energia de los lodos activados se encuentra alrededor de 0.5 kW/h de energia
eléctrica por kg de DQO removida y que si se operan adecuadamente y se utiliza la biomasa para
generacion de energia, estos sistemas podrian no consumir, sino generar esa misma cantidad de
energia(Amin, 2009).
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Figura 42 Porcentajes de remocion de DQO (media + SD) para los reactores con y sin luz.

6.4.2. Remocion de fosforo

En cuanto a la remocion de P-PO4>", los mayores porcentajes de remocion se obtuvieron por los
reactores que desarrollaron microalgas en la biomasa. Sin embargo, para este caso, la
eliminacion de fosforo fue menor para DA (29 y 30 %) que la obtenida para ARM y PC (71 +
9,5y 76 4.2, % respectivamente) (Figura 43). El pH se mantuvo en 8.0 y 8.5 para todos los
reactores lo que indica que la remocidn no se le puede atribuir a efectos de precipitacion. En este
caso, es mas probable pensar que la eliminacion se relaciona con la asimilacion del fosforo al
interior de la biomasa. Para sistemas por lodos activados, la relacion recomendada es de 100:5:1
C:N:P (Tchobanoglous et al., 2002), y para sistemas microalga bacteria se tienen diferentes
relaciones dependiendo de las especies de microalgas que se desarrollen al interior de los
reactores. Como se explico para el ensayo anterior, Lavoie y de la Noue (1985) definen una
relacion ideal alrededor de 30 para la especie Scenedesmus. En nuestro caso, los reactores sin luz
que trabajaron con PC y DA alcanzaron productividades mucho mayores (Figura 44) a las
presentadas con ARM como sustrato. Por ésta razon, el reactor ARM-SL tuvo una remocion de
fosforo tan baja. Si se comparan las remociones de fosfatos de los reactores con luz (alga-
bacteria) y los reactores sin luz (lodos activados) unicamente para PC y DA, se puede notar que
las diferencias son muy pequefias porque los reactores por lodos activados generan una cantidad
de biomasa mucho mayor (casi 4 veces mayor) que los sistemas alga-bacteria que remueven esa
misma cantidad de fosforo produciendo una cantidad de biomasa mucho menor.
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Figura 43 Remocién de P-PO4*" (media + SD) de reactores con y sin luz

6.4.3. Productividad de biomasa

El crecimiento de la biomasa (medida como SSV) fue mayor para los reactores que no fueron
iluminados y que fueron aireados mecanicamente (reactores SL) (Figura 44). Este
comportamiento es normal en sistemas por lodos activados y por esta razéon también se fij6 un
tiempo de reaccion de un dia, a diferencia de los sistemas alga-bacteria que tienen un tiempo de
duplicacion mayor y por tal un tiempo de reaccion mayor (96 horas). Esto tiene ventajas y
desventajas a la hora de escalar el sistema; la primera es que se producira menor cantidad de
lodos en estos sistemas por la misma razon, reduciendo el costo de su tratamiento y disposicion
final y la segunda es evidentemente el area que se necesita para los sistemas alga-bacteria es
mucho mayor para lograr tiempos de reaccion tan altos. Ademas de esto, la biomasa microalgal
tiene grandes ventajas en comparacion con la biomasa proveniente de un sistema netamente
bacteriano ya que tedricamente es posible producir mayor cantidad de metano por los lipidos que
acumulan éstas al interior de las células, como se explicd anteriormente. Si compramos nuestro
sistema con Su et a/ (2011b), que también trabajé con un sistema microalga-bacteria tomando el
ino6culo del sedimentador final de una planta de tratamiento de aguas residuales, la
productividad alcanzada por el sistema a los 4 y a las 8 dias fue de 800 y 1000 mg SST/L/d.
Autores como Hongyang et al (2011) que utilizaron cepas de microalgas como indculo
(Chlorella pyrenoidosa) alcanzaron productividades solo de 380 mg/L/d.
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Figura 44 Productividad de biomasa (media = SD) de los reactores con y sin luz
6.4.4. Remocion de nitrégeno

La gran diferencia entre los sistemas por lodos activados contra los sistemas alga-bacteria radica
en los mecanismos de remocion de amonio de las aguas residuales, para los sistemas por lodos
activados, la mayor parte del amonio es nitrificado mientras que los sistemas con microalgas
(con luz) asimilan la mayor parte (Figura 45). La remocion de nitrogeno total fue tan alta como
45 + 9.8 % (Figura 46) y se observé una mayor remocion de nitrogeno total en los sistemas que
desarrollaron microalgas y esto es conveniente por lo que se comentd anteriormente ya que
cuando el nitrégeno es asimilado al interior de la biomasa, el nitroégeno puede ser removido del
agua residual por medios de separacion a diferencia de los reactores que nitrificaron la biomasa y
¢éstos siguen en el agua a pesar de separar la biomasa.

La nitrificacién en estos sistemas no se esperaba, pues se ha reportado que las bacterias
nitrificantes se inhiben en presencia de materia orgdnica y estos sistemas eran alimentados
diariamente con cargas organicas considerables.

200
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Figura 45 Valores promedios para nitrogeno total en el influente y las diferentes formas de nitrégeno en el
efluente
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Figura 46 Remocion de nitrogeno total (media + SD) para los reactores con y sin luz.
6.4.5. Sedimentacion de la biomasa

La Figura 47 muestra la configuracién de los reactores SL que durante los seis ciclos de
operacion tuvieron constante agitacion y aireacion ademas de estar cubiertos con papel aluminio
para evitar la entrada de la luz a los reactores.

Como se explicd anteriormente, estos reactores tenian una capacidad de sedimentar mucho
mayor (80-150 mL/L en 30 minutos) que los reactores que se trabajaron anteriormente con
microalgas con los cuales siempre era necesaria la centrifugacion. En la Figura 49, Figura 48 y
Figura 50 se pretende mostrar como a pesar de haber sido inoculados todos con lodo aerobio
proveniente de una planta de tratamiento, se presentaron diferencias por los sustratos
alimentados al sistema. Por ejemplo en la Figura 50 y en la Figura 51 se observa como el reactor
PC-SL presenta un lodo esponjado comparado con el ARM-SL por ejemplo que tiene un lodo
mas compacto y un sedimentado mas claro. El reactor DA-SL por el contrario es el clarificado
mas oscuro de los tres reactores y también es debido al sustrato utilizado ya que el digestato es
de color bastante obscuro.

Figura 47 Reactores con aireacion y agitacion
constante
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Figura 48 Sedimentacion reactor DA-SL Figura 50 Sedimentacion reactor PC-SL

Figura 51 Sedimentacion de los reactores iltimo
ciclo.

Figura 49 Sedimentacion reactor ARM-SL

Lo mas importante de éste experimento es notar que los sistemas microalga-bacteria pueden
remover eficientemente la materia organica de tres diferentes sustratos y las remociones son
comparables con los sistemas por lodos activados. Actualmente el cuello de botella de los
sistemas microalga-bacteria y una de las grandes desventajas de éstos en comparacion con los
lodos activados es la capacidad de sedimentacion aunque se han adelantado varios estudios
donde se somete la biomasa a flotacién o se aglomeran con polimeros naturales para la facilidad
en su precipitacion.

6.5. Evaluacion del efecto del tipo de indculo en la remocion de nutrientes y
materia organica asi como la produccion de biomasa y produccion de lipidos de
los sistemas microalga-bacteria.
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En la Tabla 16 se encuentran los datos de las caracterizaciones de los purines de cerdo 2 diluidos
(PC 2) utilizados para este ensayo.

Tabla 16 Caracterizacion de los purines de cerdo (PC 2) diluidas utilizados para éste ensayo

Parametro (unidades) Purlg;:lil;l(;eozerdo
Demanda Quimica de Oxigeno (mg DQO/L) 950.2 + 98.3
Demanda Quimica de Oxigeno soluble (DQOs*/L) 899.0 + 142.8
Solidos Suspendidos Totales (mg SST/L) 67+ 24
Solidos Suspendidos Volatiles (mg SSV/L) 54+11
Nitrogeno Total Kjeldahl (TKN) (mg N/L) 143.8 +10.3
Nitrogeno Organico (Norg) (mg Nore/L) 81.9+10.4
Nitrégeno Amoniacal (mg N-NH4"/L)* 77.9+0.4
Nitritos (mg N-NO;3™ /L)** 1.6+04
Nitratos (mg N-NO;/L)** 0.4+0.1
Fosfatos (mgPO4>-P/L)* 15.8 £1.0

*Filtrados con un filtro de fibra de vidrio de 1 pm. ** Filtrados con un filtro de celulosa de 0.45 pm.
La identificacion de cada reactor con base al tipo de indculo y de sustrato se presenta a
continuacion en la Tabla 17.

Tabla 17 Identificacion de los reactores con diferentes tipos de indculo

Identificacion de los reactores L.A. L.M-B

Tipo de inoculacion Lodos Activados Lodo maduro Microalga-bacteria

6.5.1. Dinamicas poblacionales de la biomasa microalgal

Como ha sido ya analizado en ensayos anteriores, para el final del segundo ciclo (9-10 dias), los
reactores que fueron inoculados unicamente con L.A, desarrollaron diferentes especies de
microalgas. Lo que es interesante resaltar de este ensayo es que las microalgas que se
desarrollaron naturalmente en los reactores con L.A (especies presentes en el sustrato) parecieran
ser también las mismas que se desarrollaron en los reactores que habian sido inoculados con el
L.M-B. Es decir, con el tiempo, las especies de microalgas presentes en L.M-B (filamentosas y
diatomeas en su mayoria) fueron muriendo y las especies que fueron quedando coincidian con
las presentes en los reactores con L.A (Figura 52). Este comportamiento puede llevar a concluir
que el inoculo utilizado para arrancar estos sistemas no necesariamente se mantiene ni afecta la
poblacion que finalmente se va a desarrollar en el sistema bajo las condiciones establecidas. Esta
seleccion natural de diferentes especies de microalgas estd basada en el sustrato, la diversidad de
microalgas y la intensidad luminica como ha sido analizado por diferentes autores (Assemany et
al., 2015, 2014; Cho et al., 2015) y han concluido que esas variables influencian fuertemente la
diversidad de las microalgas.
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Figura 52 Cambios en la biomasa de los reactores con indculo maduro y con lodos activados. Fotografias
tomadas en campo claro: Aumentos sefalados en cada fotografia.
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6.5.2. Control de variables fisicas

Los reactores que fueron inoculados con L.M-B se demoraron un poco mas en aumentar los
valores de OD durante los primeros dos ciclos. Esto se puede explicar porque las microalgas
presentes en ese lodo maduro (sobretodo diatomeas y microalgas filamentosas) no se aclimataron
al nuevo sustrato tan rapido como los reactores con lodos activados donde, al final del primer
ciclo, un incremento significativo (de 0.12 a 10.6 mg O»/L) se observo y (como parte de la
biomasa se mantenia dentro del reactor para comenzar el siguiente ciclo) para los siguientes
ciclos, la oxigenacion del sistema se alcanzd mas rapido alcanzando valores tan altos como 20
mgO»/L en la mayoria de los casos (Figura 53). Para los ultimos dos ciclos, ambos sistemas
siguieron el mismo patrén. Este comportamiento (acompafiado del monitoreo microbioldgico)
muestra una tendencia de ambos sistemas para alcanzar las mismas condiciones sin importar la
inoculacion. Las dindmicas de pH (Figura 54) muestran un pequefio incremento dos dias después
de comenzar cada ciclo. Esta tendencia es normal cuando se cultivan microalgas gracias al
desbalance en el equilibrio de carbono. Generalmente, los valores de pH varian entre 8 y 8.8
unidades. La temperatura de los reactores se mantuvo en 27+3°C.

—&—T17 4 —a—T1MB
20 A
e! | |
=) |
& 10 - |
|
0 - 1
Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3 Ciclo 4 Ciclo 5

Figura 53 Dinamicas de OD de los reactores con diferentes tipos de indculo durante todos los ciclos de
operacion
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Figura 54 Dinamicas de pH de los reactores con diferentes tipos de indculo durante todos los ciclos de
operacion

6.5.3. Remocion de materia organica

Las remociones de DQO fueron similares en ambos sistemas durante todos los ciclos de
experimentacion (Figura 55). A pesar de los bajos niveles de OD en el primer ciclo, las
remociones para ambos fueron 79.7 £ 1.0 y 68.6 £ 2.5 % para L.A y L.M-B respectivamente.
Esto se puede explicar porque las bacterias presentes en ambos in6culos comenzaron, como en
los otros casos, un proceso anaerobio de la materia organica presente en los purines de cerdo.
Después del primer ciclo, diferentes especies de microalgas se desarrollaron dentro de los
reactores con L.A. y la oxigenacion fotosintética del sistema fue suficiente para transformar el
sistema a aerobio y remover exitosamente la materia orgéanica de los purines de cerdo. De Godos
et al (2009), utilizaron una laguna de alta tasa (HRAP) para tratar purines de cerdo diluidos con
un tiempo de residencia hidraulico de 10 dias y la remocion de DQO reportada fue de 76 £ 11 %,
lo que es comparable con las remociones obtenidas en el presente trabajo. Otros autores
(Baumgarten et al., 1999; Wang et al., 2010; Zhu et al., 2013) reportaron remociones de 65 al 82
% de DQO usando diferentes cepas de microalgas. Este puede ser otra razon para creer que no es
necesario inocular con microalgas para arrancar y operar un sistema microalga-bacteria y que
remueve eficientemente la DQO.
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Figura 55 Remocion de DQO de reactores con diferentes tipos de indculo

6.5.4. Remocion de nitrégeno y fosforo

Las dinamicas de remocion de amonio y fosfatos (Figura 56 y Figura 57) fueron bastante
similares para cada sistema. En el primer ciclo, el sistema L.A no removié ninguno de los dos,
por el contrario, los produjeron. Esto es un comportamiento normal y se ha observado a lo largo
de los experimentos realizados en este trabajo y se explica por los bajos niveles de oxigeno
disuelto y que durante el primer ciclo (4 dias) lo que ocurrid6 fue nuevamente un proceso
anaerobio y el fosforo y nitrégeno organico presente en el sustrato fue liberado al medio como
inorgénicos (fosfatos y amonio) (Tchobanoglous et al.,, 2002). Después del primer ciclo, los
sistemas L.M-B comenzaron a remover nutrientes lentamente, 3 + 5.32 y 17.3 + 10.3 % de N-
NH4" y 20.1 £ 3.5y 27.6 = 8.3 % de P-PO4> para el 2% y 3% ciclo respectivamente. Como el
primer ciclo de los reactores dur6 8 dias, los reactores con L.A alcanzaron la maxima remocion
de nutrientes en este ciclo especificamente porque las microalgas comenzaron a desarrollarse a
partir del tercer dia. Se cree que esto no ocurrid para los sistemas inoculados con el indculo de
microalgas y bacterias maduro ya que las microalgas presentes en éste indculo no pudieron
aclimatarse al nuevo sustrato y lo que ocurrid fue un proceso anaerobio que también se ve
representada en la baja productividad de biomasa.

Las remociones de ambos N y P fueron bajas el segundo ciclo que era de esperarse por la
disminucion en el tiempo de reaccion (de 8 a 4 dias), para el tercer ciclo se ve una diferencia
marcada en cuanto a la remocion de ambos N y P ya que para este ciclo el OD del sistema L.A
alcanzaba valores maximos (>20 mgO/L) mientras que el sistema L.M-B estaba siendo
predominado por esas mismas especies de microalgas y las que estaban presentes en el indculo
eran casi insipientes y la mayoria se encontraban muertas y desintegradas (para el caso de las
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microalgas filamentosas). Para el 4° y 5% ciclo (cuando ambos sistemas eran practicamente
iguales), removieron casi la misma cantidad de nutrientes.
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Figura 56 Remocion y produccion de nitrégeno amoniacal durante todos los ciclos
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Figura 57 Remocion y produccion de fosfatos durante todos los ciclos

6.5.5. Dinamicas de remocion de nitrogeno

Para comprender un poco mejor los porcentajes de remocion de nitrogeno amoniacal presentadas
anteriormente (Figura 56), las diferentes especies de nitrogeno en el influente y en el efluente de
los reactores son analizadas. Como el pH no fue superior a 8.8 unidades, la volatilizacion del
amonio no se tiene en cuenta como una via de remocioén. En cuanto a la nitrificacion, la
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concentracion de nitritos y nitratos tanto en la entrada como en la salida de los reactores fue
demasiado baja lo que indica que no se llevaron a cabo procesos de nitrificacion. Por el
contrario, se observo que casi todo el nitrogeno amoniacal en la entrada era asimilado por la
biomasa. Si se analizan las dindmicas de nitrogeno organico (Norg) € inorganico (Figura 58) se
observa que como se habia concluido anteriormente, en el primer ciclo, el sistema L.A asimild
casi todo el N-NH4" presente en el influente (y el Norg) increment6 casi esa misma cantidad; por
el contrario el sistema L.M-B (donde se sospechaba de un sistema anaerobio) el N-NH4"
increment6 la misma cantidad que el Norg disminuy6. Si se observa el segundo ciclo, el cambio
es casi imperceptible, y por tal, la remocion es muy baja para ambos.

Para los dos ultimos ciclos, ambos sistemas removieron cerca del 50 % del N-NH4" presente en
el sustrato por via asimilatoria ya que ambos comportamientos son casi iguales: EI amonio

decrece en la misma proporcion que crece el nitrégeno organico.

Influente reactores inoculados con LA Influente reactores inoculados con L. M-B
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Figura 58 Mecanismos de remocion de nitrogeno amoniacal de los reactores con diferentes tipos de
indculo

6.5.6. Productividad de biomasa y clorofila

La productividad de biomasa de los sistemas L.A. tuvo un crecimiento constante, lo que es
normal ya que la biomasa se aclimataba al nuevo sustrato de purines de cerdo y el crecimiento de
la biomasa podria alcanzar su estado estacionario después de dos o tres meses de operacion. Lo
que es interesante notar aqui es que para el sistema L.M-B, la productividad de biomasa fue baja
y hasta negativa (menor cantidad de biomasa al final que al principio del ciclo) para el primer y
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segundo ciclo (gracias a los procesos anaerobios que se llevaban a cabo al interior de esos
reactores). Esta grafica muestra una vez mas que al final del tercer ciclo y para los dos ciclos
siguientes (cuando el sistema tenia casi el mismo tipo de biomasa) el comportamiento de ambos
sistemas fue muy similar. El sistema L.A terminé el primer ciclo con una concentracion baja de
clorofila comparada con el sistema L.M-B, pero después del segundo ciclo, la cantidad de
clorofila en ambos sistemas estaban cerca y terminaron el experimento con concentraciones
cerca de 800 pgclorofilaA/L. Esta es otra prueba de que el sistema L.M-B desarroll6 las mismas

especies de microalgas que los sistemas L.A y ambos sistemas terminaron el experimento siendo
practicamente duplicados.
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Figura 59 Productividad de biomasa y dinamicas de clorofila para los reactores con diferentes tipos de
indculo

6.5.7. Concentracion de lipidos en la biomasa

Como se menciond en los antecedentes de este trabajo y a lo largo del mismo, los sistemas alga-
bacteria no sélo tienen la ventaja del ahorro energético (no se requiere aireacidn mecanica) sino
que también la biomasa que se produce en éstos sistemas tiene un valor agregado ya que
tedricamente pueden acumular mayor cantidad de lipidos que los lodos activados (Amin, 2009;
Borowitzka and Moheimani, 2012; Chisti, 2007; Sacristan de Alva et al., 2013). Los reactores
con lodos activados comenzaron con una concentracion de 4.15% y terminaron el experimento
con una concentracion de 13.12 % cuando ya la biomasa estaba conformada por ambos grupos
de microorganismos: microalgas y microorganismos heterotrofos. Algunos estudios reportan
concentraciones de lipidos de hasta el 30 %, pero estas concentraciones se logran cuando se
somete al sistema a diferentes condiciones de estrés como luz, limitacidon por nutrientes, cambios
de temperaturas, etc.
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CONCLUSIONES

Fue posible remover entre el 94 y el 85 9% de materia orgdnica y nutrientes
respectivamente de aguas residuales municipales, 75 y 95 % de purines de cerdo y 55 y
70 % de digestato anaerobio con sistemas alga-bacteria.

No es necesario inocular con microalgas un sistema alga-bacteria para remover
eficientemente materia orgénica y nutrientes de diferentes residuos liquidos ya que la
presencia de luz y nutrientes en el medio es suficiente para que las microalgas presentes
en los sustratos encuentren las condiciones ideales y se reproduzcan al interior de los
reactores.

Se alcanzaron porcentajes de remocion de materia orgdnica similares con sistemas
microalga-bacteria y con sistemas por lodos activados (85 — 90 %) para purines de cerdo
y agua residual municipal. Sin embargo, al tener un tiempo de retencion hidraulica
mayor, los sistemas alga.bacteria requieren mas area para su construccion.

En cuanto a los mecanismos de remocidon de nitrégeno, los sistemas microalga-bacteria
remueven nitrégeno amoniacal principalmente por mecanismos de asimilacion
(almacenado al interior de la biomasa) removiendo el nitrégeno de la fase liquida,
mientras que los lodos activados remueven casi el 50 % de nitrogeno por medios de
nitrificacion permaneciendo en los efluentes liquidos y pudiendo causar problemas de
contaminacioén aguas agajo de la descarga de estas aguas.

La biomasa generada en un sistema microalga-bacteria para tratamiento de aguas
residuales no dependera del indculo de microalgas utilizado, el sistema convergera en una
poblacion especifica de microalgas y bacterias que se adaptan a las condiciones
ambientales y tipo de sustrato suministrado.

Tras observaciones al microscopio realizando tincion con rojo nilo se observd que las
microalgas presentes en los reactores alimentados con purines de cerdo presentaban una
mayor cantidad de lipidos al interior de las células. Después de realizarle un andlisis de
contenido de lipidos a la biomasa seca generada en un sistema alimentado con purines de
cerdo diluidos, el porcentaje de lipidos fue del 13.12 % a diferencia del ino6culo inicial
(lodos activados) que contenia 4.15 %.
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8. RECOMENDACIONES Y PERSPECTIVAS

Durante el periodo de experimentacion se encontraron algunos puntos considerados importantes
para tener en cuenta para futuros ensayos con sistemas microalga-bacteria:

- Llevar a cabo estudios de biologia molecular de todos los sistemas para tener certeza de
las especies que se tienen en los reactores asi como un seguimiento periddico para
conocer los cambios reales en la biomasa.

- Se recomienda medir en linea los nitritos y nitratos con una sonda para mayor precision
en la medicion de la concentracion de estos iones disueltos en el tiempo y lograr hacer un
analisis mas profundo de los mecanismos de remocion de nitrogeno.

- Alllevar a cabo los estudios, se debe cuidar que la agitacion sea suficiente para mantener
la biomasa alga-bacteria en suspension. De acuerdo a los experimentos realizados, no se
recomienda el uso de agitadores orbitales cuando se tienen volimenes mayores a 250 mL
ya que los floculos del lodo activado por ejemplo tienden a permanecer en el fondo del
reactor evitando una mezcla uniforme.

- En lo posible, utilizar siempre cultivos de microalgas frescos. Se observd que los
resultados son diferentes cuando se utilizan indculos que han sido almacenados por mas
de dos semanas en un cuarto a 4°C. En caso de utilizar estos indculos, se recomienda un
tiempo de re-activacion del mismo no menor a una semana.

- El paso a seguir en esta investigacion es llevar el proceso a escala piloto en condiciones
ambientales reales para evaluar su comportamiento y para posteriormente disefiar una
Planta de Tratamiento de Aguas Residuales,
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PRODUCTOS DERIVADOS DE LA TESIS

Articulo 2015 en prensa Water Science and Technology. DOI: 10.2166/wst.2015.544.
“Organic matter and nutrients removal from municipal, piggery and digestate
wastewaters using a microalgae-bacteria system” (ANEXO 4).

Ponencia oral en el XXXIV Congreso Interamericano de Ingenieria Sanitaria y
Ambiental, Monterrey, México, con el trabajo: “Remocion de nitrogeno, fosforo y
materia organica en aguas residuales municipales con microalgas y bacterias’.

Ponencia oral en el 29 encuentro de jovenes investigadores del estado de Querétaro,
Querétaro, México, con el trabajo: “Remocion de nitrogeno, fosforo y materia organica
en aguas residuales municipales con microalgas y bacterias”.

Ponencia oral en 4™ IWA Mexico Young Water Profesional Conference 2015,
Guanajuato, México, con el trabajo: “Organic matter and nutrients removal from
municipal, piggery and digestate wastewaters using a microalgae-bacteria system”.

Exposicion de poster en IWA Water & Industry Conference 2015, Visteras, Suecia, con
el trabajo: “Organic matter and nutrients removal from municipal, piggery and digestate
wastewaters using a microalgae-bacteria system”

Ponencia oral en IV SOLABIAA Latin American Congress, Florianopolis, Brazil, con el
trabajo: “Effect of the inoculation in the organic matter and nutrients removal from a
piggery wastewater using a microalgae-bacteria system”.
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11. ANEXOS

ANEXO 1: RESUMEN DEL METODO DE NITROGENO TOTAL KJELDAHL PARA
AGUAS RESIDUALES

El procedimiento completo y manejo del equipo se encuentra en el documento:
PROCEDIMIENTO PARA LA REALIZACION DE NITROGENO TOTAL KJELDAHL EN
LOS EQUIPOS AUTOMATIZADOS DE VELP SCIENTIFICA entregado al Laboratorio de
Investigacion en Procesos Avanzados de Tratamiento de Aguas (LIPATA).

1. Principio de la prueba

En la presencia de H>SOs, el sulfato de potasio (K»>SOs) y catalizador de sulfato ctprico (CuSQO4), amino-
nitrogeno de muchos materiales orgédnicos es convertido a amonio. El amoniaco libre también se
convierte a amonio. Después de la adicion de la base, el amonio es destilado de un medio
alcalino y absorbido en 4acido bodrico o sulfurico. El amonio puede ser determinado
colorimétricamente, por un electrodo selectivo de amonio o por titulacion con un acido mineral
estandar.

2. Digestion de la muestra

A continuacion se indican los pasos principales para llevar a cabo la digestion de las muestras.

2.1. Seleccion del volumen de muestra

residuales), es importante tener en cuenta que durante el proceso de digestion, se
generan salpicaduras y pérdidas de muestra cuando se trabaja con volumenes
superiores a 25 mL, por tal, si la concentracion de NTK esperada en la muestra es muy
baja, se recomienda concentrar (calentamiento previo dentro de los tubos Velp en la
base de calentamiento a una temperatura adecuada: 100-150°C) hasta tener un
volumen aproximado de muestra de 5 mL teniendo en cuenta que los calculos en el
sistema de destilacion se haran con base al volumen INICIAL (antes de la
concentracion) utilizado.

j Para el analisis de Nitrogeno Total Kjeldahl (NTK) en muestras liquidas (como aguas

Para la seleccion adecuada del volumen de muestra con base a la cantidad de nitrégeno orgénico
total esperado en la muestra, se usa la siguiente tabla:

Concentracion de Nitrogeno organico Volumen de muestra (mL)
(mgNorg/L)
0-1 500
1-10 250
10-20 100
20-50 50
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50-100 | 25 |

NOTA: Si se va a analizar agua residual, se recomienda tener en cuenta la composicion tipica de
un agua residual doméstica (fuente: Metcalf & Eddy, 2004), ver Ilustracion 1.

Typical composition of untreated domestic wastewater Ref: Metcalf & Eddy, 2004

Concentration®
Low Medium High
Unit strength strength streng
ma/L 390 720 1230
70 500 860

L 270

g/l 160 300 520

mg/L 110 200 340

L 120 210 400

a/L 25 50 85

----- /L o5 6C 5
1€

L 0
ma/L 80 40 26

L 250 430 800
,,,,, 20 30

Orgenic ma/

llustracion 1 Composicion tipica de un agua residual doméstica
2.2. Adicion de muestra y reactivos al tubo de ensayo de vidrio de VELP.

\V Atencién: Realice este paso en una campana de absorcion de vapores, hagalo en el rack del
equipo, utilice guantes, adicione el acido y el perdxido lentamente como se observa en la
[lustracion 2. Esta reaccion es violenta y exotérmica, tenga presentes las medidas de proteccion

recomendadas.

A continuacion se describen las cantidades utilizadas para aguas residuales concentradas en
nitréogeno (de 50 a 200 mgntk/l), si la muestra tiene condiciones diferentes, se deben realizar
diferentes pruebas con diferentes volimenes de muestra, acido y peréxido hasta estandarizar.

=>» Adicione 5 mL de muestra en el tubo de ensayo de vidrio de VELP.
=> Adicione 2 pastillas catalizadoras CM (Codigo CT0006650).

=> Adicione 15mL de acido sulftrico concentrado (98-99%).

=> Adicione 5 mL de perdxido de hidrogeno (H203).

llustracion 2 Adicion de muestra y reactivos a los tubos VELP
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2.3.  Ubicar tubos en el digestor.

Los tubos con las muestras y los reactivos ubicados en la gradilla VELP (ver Ilustracion 3), se
montan en la parrilla de calentamiento apoyandola en los tornillos de la parte de atras.

—

Hlustracion 3 Gradilla para tubos VELP

Baje las muestras (esto lo puede hacer manual o automaticamente el equipo) al bloque de
calentamiento de aluminio.

2.4. Tiempo y temperatura de digestion

Para la completa digestion de las cantidades de muestra y reactivos descritos anteriormente (para
aguas residuales), es necesario que los tubos permanezcan a 420°C durante 60 minutos. Para
asegurar esto, se recomienda programar una rampa de precalentamiento de 5-10 minutos a
400°C y luego una de 60 minutos a 420°C. El programa se puede iniciar antes de instalar los
tubos para ahorrar algo de tiempo y cuando el programa esté en la etapa de precalentamiento se
pausa para insertar los tubos y se asegura el tiempo y la temperatura adecuada.

2.5. Fin de la digestion

Suba las muestras (automaticamente en la unidad de digestion DKL Kjeldahl) y deje enfriar.

Separe la tapa de succion con las teclas X y A ¢ introduzca la bandeja de goteo (drip tray)

para recoger las gotas de acido que se pueden caer de las campanas de cristal de las tapas de
succion.

Ahora las muestras estan listas para la fase de destilacion.

La Ilustracion 4 se presenta un esquema general de la metodologia para la digestion de las
muestras.
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Ilustracion 4 Esquema general de la etapa de digestion.

3. Destilacion y titulacion de las muestras

El objetivo que se busca en esta fase es que el sulfato de amonio presente en la muestra digerida,
sea convertido a amoniaco gaseoso (NH3), sea calentado y destilado. El gas amoniaco se atrapa
en una solucién donde se disuelve y se convierte a ion amonio (NH4") otra vez y éste es
determinado por titulacion y colorimetria. Todos estos pasos se llevan a cabo automaticamente
en el equipo.

3.1. Ubique un tubo de ensayo vacio y limpio en el equipo

Para ubicar el tubo de ensayo, abra la puerta de plastico y luego mueva hacia abajo la palanca
azul y ubique el tubo asegurandose de que la manguera de teflon transparente permanezca
dentro del tubo de ensayo y que el tubo mismo esté sobre la superficie blanca circular que se
encuentra en la parte inferior de la cAmara. Suelte la palanca azul y cierre cuidadosamente la
puerta.

3.2. Encienda el equipo.
Al encender el equipo, este comenzara a hacer tres pasos simultdneamente:

a) Pre-calentamiento (dura aproximadamente 3 minutos). La banda amarilla que aparece
en la parte superior de la pantalla indica que esta realizando el proceso de pre-
calentamiento (“pre-heating”) y la cuenta-atras indica el tiempo que resta para
terminarlo.

b) Verificacion de flujo de agua para asegurarse que hay presencia de agua de
enfriamiento.
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c) Elproceso de iniciacion de la bureta para asegurarse de una correcta titulacion.

3.3.  Realizacion del analisis de las muestras.
Para la realizacion del andlisis de muestras, siga los siguientes pasos:

3.3.1. Verifique que haya colocado un tuvo VELP vacio y limpio dentro del equipo (para
llevar a cabo el analisis del blanco.
3.3.2. Seleccione “Analysis” del menu principal, ver Ilustracion 5.

re
) A

-

Analysis >

Tlustracion 5 Seleccion de "Analysis" del menu principal

Le apareceran cuatro sub-ments como lo indica la Ilustracion 6.

i

Wash-down |
Blank | 3
Single distillation [ 3
Distillation in series =

Ilustracion 6 Sub-menus de la opcion “Analysis”™

Para regresar al menu principal, presione la flecha en la esquina superior izquierda: “Main”.

3.3.3. Realizacion del blanco: Use la pantalla tactil para seleccionar el sub-ment “Blank ™.
Aparecera una ventana como la que se muestra en la [lustracion 7.
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llustracion 7 Lista de blancos

- Para realizar un nuevo blanco, presione “new” y le aparecera el menu que se presenta
en la [lustracion 8.

Blaak 1 Blank

Method wewr

Add reagents

Analysis

Ramove residuas

Ilustracion 8 Menu para crear un nuevo blanco

- Presione “method” para acceder al menl1 de los métodos. Escoja el método de interés
para hacer el blanco, el método estandarizado por VELP y el personal del
laboratorio del LIPATA para la realizacion de muestras de aguas residuales esta
identificado en el equipo como “VELP STANDARD?” el cual utiliza las siguientes
cantidades de reactivos:

- 50 mL de agua destilada

- 25 mL de solucion indicadora de 4cido borico
- 60 mL de hidroxido de sodio al 30%

- Utiliza HCl al 0,1N para la titulacion.

De esta manera el andlisis del blanco se llevard a cabo bajo las mismas condiciones
operacionales que se utilizaran para analizar las muestras.
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- Presione el boton “Start” para comenzar el analisis.

- Durante el andlisis del blanco, se llevan a cabo las siguientes tres fases:
o Adicion de reactivos
o Analisis
o Remocidn de residuos
- Labandera verde a la derecha indica que la fase se llevd a cabo correctamente, una
“X” roja indica que no se termind correctamente.

- Presione el boton “Stop” para detener el proceso en cualquier momento.

- Los mililitros de solucion de titulacion dosificados por la bureta son mostrados en la
pantalla durante el andlisis.

- Al final del analisis, la lista de blancos llevada a cabo es mostrada con los valores
obtenidos al final de la fecha de analisis (un maximo de 9 blancos pueden ser
mostrados).

- Los blancos mas recientes van a estar en la parte superior de la lista.

- Repita estos pasos hasta obtener un blanco con valores menores a 0.ImgN.

3.3.4. Unica destilacién (Single distillation)

Esta opcion se utiliza cuando se necesitan analizar muestras usando diferentes métodos o
cuando sean pocas muestras (una o dos). Del menu de “Analysis”, seleccione la opcion
“Single distillation”. Le aparecera un meni como se muestra en la Ilustracion 9.

Single distillation I

Method

v

Blank

Yy

Operator name
Name/Q.ty of sampla

Results

‘AR

Notes

THustracion 9 Menu de destilacion unica

Entre a los diferentes sub-mentis y entre los pardmetros requeridos para el analisis.
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Method: Escoja el método de interés, ya sea uno estandar o uno personalizado.
Blank: Escoja el valor de blanco que sera restado cuando se calculen los resultados.
Operator name: Utilice el teclado alfanumérico que le aparece en pantalla para entrar
o midificar el nombre del operador.

Presione “Save” para confirmar.

Cuando presione “Name/Q.ty of sample” le aparecera una ventana como la que se
muestra a continuacion en la Ilustracion 10.

Sample

Ertor sample name

Ester gample weight/volame

Ilustracion 10 Ventana para entrar el nombre y el volumen de la muestra

Enter aimple name: Utilice el teclado alfanumérico para ingresar un nombre para la
primiera prueba. (Max 15 caracteres)

Insert w/v sample: Utilice el teclado alfanumérico para ingresar el peso o el volumen
de muestra.

Seleccione la unidad de medida (g 6 mL)

Presione “Save” para confirmar.

Presione “Results” y le aparecera una ventana que se muestra a continuacion en
la Tlustracion 11.

98 |Pagina



L I

o —— UDK 159

% M
U protein

mg N

Hlustracion 11 Unidades de medida para los resultados

- Escoja entre las tres unidades de medida para el resultado final asi como los mililitros
(mL) de solucion de titulacion utilizada y mostrada durante el analisis.

- Presione “Save” para confirmar.

- Presione “Confirm” para confirmar los parametros de analisis, ver [lustracion 12.

Method arar

Add reagents
Lualysis

Remowe residues

0,000

llustracion 12 Menu para los parametros del andlisis

- Ubique el tubo de ensayo con la muestra en su puesto y presione “START”.

W Atencién: Use guantes resistentes al calor para tomar el tubo proveniente de la fase
de digestion que puede estar caliente. Use mascarilla para trasladar el tubo de una unidad
(digestion) a otra (destilacion), pues todavia se pueden estar desprendiendo gases toxicos.

3.3.5. Destilacion en Series (Distillation in series)
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Las destilaciones en series se recomiendan para muestras con el mismo tipo de muestra y
volumen/peso, puesto que todas las muestras a analizar se entran al sistema en serie.

Del ment de “Analysis” use la pantalla tactil para seleccionar “Distillation in series”.

El procedimiento es igual al de la unica destilacion, s6lo que esta vez se ingresan todos los
nombres y volimenes de muestra, método de andlisis, nombre del operador y notas de una sola
vez, y el equipo indica cudndo hay que hacer el cambio de un tubo a otro con las diferentes
muestras. Recuerde usar guantes resistentes al calor para manipular los tubos que salen del
equipo, pues estan a altas temperaturas.

NOTA: Para analisis de muestras de agua residual, purines de cerdo diluidos, aguas residuales
con algas, etc, utilice el método personalizado llamado “VELP STANDARD” tanto para el
blanco, como para los andlisis. Fue probado con un estandar de cloruro de amonio, como lo

indica el Standard Methods.
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ANEXO 2: PROTOCOLO PARA DETERMINACION CUALITATIVA DE LiPIDOS EN
MICROALGAS MEDIANTE TINCION CON ROJO NILO.

Objetivo: Observar lipidos acorde a la tincion de rojo Nilo en microalgas.

FASE #1

1. Crecimiento de microalgas Chlorella vulgaris (tomado del cepario de la Facultad de
Ciencias de la UNAM) en medio Bold modificado con el doble de nitrégeno para acelerar
el crecimiento.

1.1.  Crecimiento de arranque.
- Adicionar 110mL de medio Bold modificado en dos Enlermeyer de 125mL.

- Adicionar a cada Enlermeyer 1,5mL de indculo de Chlorella vulgaris.

1,5mL de indéculo

k | §

110mL de medio bold

llustracion 13 Crecimiento el inoculo de chlorella vulgaris en medio Bold modificado

En la Ilustracion 13 se observa un esquema de esta fase. Después de la adicion del indculo, dejar
7 dias en constante agitacién. La iluminacion (95 umol/m?/s) se realizé por fotoperiodos de 12
horas para permitir el crecimiento del inoculo.

1.2.  Crecimiento para produccion de biomasa

- Adicionar 1440mL de medio Bold modificado en un Enlermeyer de 2L

- Adicionar 160mL del indculo de Chlorella vulgaris crecido en la fase de arranque (80mL
de cada uno)
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Parrilla de agitacion

Parrilla de agitacion

Hlustracion 14 Cultimo de Chlorella en mayor volumen

En la Tlustracion 14 se observa un esquema de esta fase. Después de la adicion del indculo, dejar
7 dias en constante agitacién y aireacion continua. La iluminacion (95 pmol/m?/s) se realizo con
fotoperiodos de 12 horas para permitir el crecimiento del indculo.

FASE #2

2. Crecimiento para produccion de lipidos

Teoricamente, las microalgas acumulan mas lipidos al interior de la célula cuando se somenten a
ciertas condiciones de estrés, por ejemplo, la limitacion por nitrogeno.

Para este ensayo se deben preparar 2 litros de medio Bold pero sin fuente de nitrogeno (nitratos).

- Adicionar 1440mL de medio Bold sin nitratos en un Enlermeyer de 2L

- Centrifugar y lavar con agua destilada 160mL de la solucion de Chlorella vulgaris
crecida en la fase para produccion de biomasa.

- Adicionar al medio (14400mL de medio Bold sin nitrogeno)

En la Tlustracion 15 se observa un esquema de esta fase. Después de la adicion del indculo, dejar
7 dias en constante agitacién y aireacién continua. La iluminacién (95 pmol/m?/s) se hara con
fotoperiodos de 12 horas para permitir el crecimiento del indculo.

Después de terminada la fase de cultivo, medir SSV del cultivo con limitacion y del cultivo sin
limitacién por nitrogeno y luego centrifugar y guardar el indculo en el cuarto frio para hacer
posteriores mediciones.

102 |Pagina



Parrilla de agitacion
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llustracion 15 Crecimiento de Chlorella. bajo condiciones de limitacion de nitrogeno

FASE #3

3. Determinacion cualitativa de lipidos en Chlorella vulgaris mediante tincion con rojo

Nilo

El siguiente procedimiento se realizard para la biomasa de Chlorella cultivada sin limitacion por
nitrogeno y la biomasa con limitacion para observar diferencias entre ellas.

3.1.

3.2,

Reactivos

— Colorante rojo Nilo
— Acetona
— Buffer fosfato salino (PBS)

Protocolo

3.2.1. Preparacion muestra de microalgas

Centrifugar 10 mL de suspension de microalgas de 100 mg SSV/L a 3600 rpm por
10 min y re-suspender en 10 mL de buffer fosfato salino (PBS).

3.2.2. Preparacion buffer fosfato salino (PBS)

Para un litro de PBS agregar: 8 g de NaCl, 0.2 g de KCl, 1.44 g de NaxHPO4, 0.24
g KH>POq. Posteriormente ajustar el pH a 7.4 con HCL. Almacenar a temperatura
ambiente.

3.2.3. Preparacion soluciones rojo Nilo
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Pesar en balanza analitica 2 mg de rojo Nilo y disolver en 2 mL de acetona.
Almacenar la solucion (solucion A) a 5 °C en un frasco ambar. Para realizar la
tincion de lipidos, en un tubo eppendorf de 1.5 mL adicionar 1 mL de acetona y
150 pL de la solucion A, obteniendo una solucidon de rojo Nilo de 150 pg/mL
(solucién B).

3.2.4. Tincion de lipidos con rojo Nilo y determinacion de fluorescencia

En un tubo poner 1.98 mL de muestra de microalgas en PBS y 20 uL de solucion
B de rojo Nilo y agitar con vortex durante un minuto. Posteriormente, incubar la
muestra a 35 °C por 10 min en oscuridad. La sefial del rojo Nilo es capturada en
un microscopio de fluorescencia mediante excitacion con laser entre 488-547 nm
(488, 490, 530, 547 nm), y emision entre 560-600 nm (575, 580, 585 nm). El rojo
Nilo reacciona con lipidos neutros entregando una fluorescencia de color
amarillo.

Resultados encontrados

FASE #1

4. Crecimiento de microalgas Chlorella vulgaris en medio Bold modificado

4.1.

Crecimiento de arranque.

llustracion 16 Crecimiento de Chlorella vulgaris en medio Bold (doble de N), dia 0

En la Ilustracion 16 se observa el montaje experimental del dia O después de la adicion de
1.5mL de inéculo de Chlorella vulgaris a cada Enlermeyer con agitacion constante.

Después de 7 dias el crecimiento fue exitoso y se tomo esta biomasa para inocular en el siguiente

paso.

4.2.

Crecimiento para produccion de biomasa
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llustracion 17 Crecimiento para produccion de biomasa en 1600mL con 10% de inoculo

En la Ilustracion 17 se observa el montaje experimental para el crecimiento de biomasa en
1600mL utilizando 160mL de la biomasa crecida en la fase #1 (7 dias después).

llustracion 18 Crecimiento de la biomasa en el dia 7

En la Tlustracion 18 se puede observar el cambio en el color de la biomasa 7 dias después
presentando una concentracion promedio de 118mg SSV/L.

FASE #2

5. Crecimiento para produccion de lipidos

En vista de que la cantidad de SSV obtenidos en el ciclo anterior fue relativamente bajo, no se
tomaron 160 mL sino 500mL del cultivo anterior (con nitrogeno), para logar una cantidad de
biomasa apropiada para la toma de muestras. El centrifugado se re-suspendié en 1600mL de
medio Bold sin nitrégeno y se sometid a aireacion constante con un fotoperiodo de 12 horas.
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FASE #3

6. Determinacion cualitativa de lipidos en Chlorella vulgaris mediante tincion con rojo
Nilo

6.1. Determinacion cualitativa de lipidos con rojo Nilo para Chlorella vulgaris sin
limitacion por nitrogeno

Luego de realizar los pasos necesarios para observar al microscopio las células, se observo que la
cepa de Chlorella vulgaris habia sido contaminada por otras microalgas presentes en el ambiente
de trabajo (no se trabajo bajo condiciones estériles) del laboratorio entre las cuales se pudieron
identificar filamentosas, Scenedesmus y algunas diatomeas.

El procedimiento para la observacion de lipidos se realiz6 diariamente a partir de los 3 dias de
ayuno. La observacion mas evidente es una deformacion y ensanchamiento en las células de
Scenedesmus, estas deformaciones se han reportado en la literatura cuando se someten a
condiciones de estrés.

A partir de los tres dias se lograron observar los lipidos dentro de las células (puntitos amarillos)
pero no en todas las células, muchas se observaban solo rojas: la clorofila se ve de color rojo a
esa longitud de onda, lo que indica que, como se ha reportado en la literatura, el colorante de rojo
Nilo no logra penetrar las paredes celulares gruesas y rigidas de muchas especies de microalgas
(entre ellas las algas verdes como es Chlorella y Scenedesmus). Se observaban muchas veces los
lipidos en un solo cenobio de los 4 o los 8 presentes en Scenedesmus como se observa en la
[lustracion 19 En Chlorella vulgaris si se lograban ver con mas nitidez dos o mas puntitos dentro
de las células como se observa en la Ilustracion 20.

llustracion 19 Scenedesmus sin pretratamiento
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Ilustracion 20 Chlorella vulgaris sin pretratamiento
Para ayudar a la penetracion del colorante en la célula, se probaron diferentes métodos:

- Sonicar por 30 segundos después de la adicion del colorante.

- Sonicar por 30 segundos antes de la adicion del colorante.

- En lugar de realizar la re-suspension de las células en buffer de fosfatos, hacerlo en
solventes organicos: Etanol, Glicerol, DMSO.

Después de realizar los procedimientos con sonicacion y solventes, se encontrd que:

- Con la sonicacion después de la adicion del colorante, no se lograba ver el color rojo ni el
color amarillo de los lipidos, la célula sufria un dafio tal que a esa longitud de onda se
observaba como destefiida.

- Con la sonicacion antes de la adicion del colorante, se lograron observar con mucha
claridad y muy brillantes los lipidos dentro de las células pero el rojo de la clorofila
perdia intensidad, como se observa en la Ilustracion 21 para el caso de Chlorella y en la
[lustracion 22 para el caso de Scenedesmus.

Hustracion 21 Chlorella con sonicacion antes de la adicion del colorante
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llustracion 22 Scenedesmus con sonicacion antes de la adicion del colorante, célula deformada.

- Tanto con DMSO como con Etanol, las microalgas sufrian un efecto de destefiido
(similar a lo ocurrido con la sonicacion después de la adicion del colorante).

- Con Glicerol se lograron observar las microalgas con colores intensos (tanto de rojo
como de amarillo que indicaban la presencia de lipidos al interior) y los puntitos
amarillos se observaron por igual en todos los cenobios para el caso de Scenedesmus
como se observa en la Ilustracion 23 y en la Ilustracion 24 se observan en 40X un poco
borrosas pero se logra ver como en todas las células se diferencian bien los puntos
amarillos en un fondo rojo (clorofila).

llustracion 23 Scenedesmus con pretratamiento con Glicerol en 100X
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llustracion 24 Scenedesmus y Chlorella con pretratamiento con Glicerol en 40X

Es importante tener en cuenta que el colorante de rojo Nilo es altamente fotosensible lo que
dificulta un poco la toma de imagenes ya que si el usuario se detiene por mas de un minuto en la
imagen (en el microscopio), la muestra pierde el color y lucen completamente amarillas, esto
puede ser una imagen engafiosa ya que no son lipidos, como se observa en la Ilustracion 25.

llustracion 25 Muestra con sobre-exposicion a la luz
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ANEXO 3: TABLAS DE ANOVA

Definicion de variables para ANOVA:

SC: Suma de Cuadrados

GL: Grados de Libertad

MC: Media Cuadrada

®o:  Estadistico calculado

F: Estadistico comparativo de tablas

Tabla 18 Anova de velocidades de remocion de DQOs

Vbgo SS GL MC (O F
Tipo de agua 31745.19 2 15872.60 5.44 3.40
Inéculacion 1252.23 1 1252.23 0.43 4.30
Tipo de agua x inéculo 592.23 2 296.11 0.10 3.40
Error 70003.39 24 2916.81
Totales 103593.04 29
Tabla 19 Anova de velocidades de remocion de NH3
VNu3 SS GL MC (O} F
Tipo de agua 234.59 2 117.30 1.32 3.40
Inéculo 19.75 1 19.75 0.22 4.26
Tipo de agua x 0.08 2 0.04 0.00 3.40
inoculo
Error 2133.68 24 88.90
Totales 2388.10 29
Tabla 20 Anova de velocidades de remocion de P-PO4*
Vro43- SS GL MC o F
Tipo de agua 173.81 2 86.91 69.49 3.55
Inéculo 10.94 1 10.94 8.74 4.41
Tipo de agua x indculo 4.17 2 2.08 1.67 3.55
Error 22.51 18 1.25
Totales 211.42 23
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Tabla 21 Anova de tasas de remocion de NHj3;

Ynu3 SS GL MC Dy F
Tipo de agua 0.02 2 0.01 0.48 3.40
Iné6culo 0.02 1 0.02 1.14 4.26
Tipo de agua x inoculo 0.01 2 0.00 0.25 3.40
Error 0.44 24 0.02
Totales 0.49 29
Tabla 22 Anova de tasas de remocion de PO4*
Yro43- SS GL MC (O F
Tipo de agua 0.05 2 0.03 24.89 3.55
Iné6culo 0.00 1 0.00 0.32 4.41
Tipo de agua x inéculo 0.01 2 0.00 1.63 3.55
Error 0.02 18 0.00
Totales 0.08 23

ANEXO 4: ARTICULO 2015 EN PRENSA. WATER SCIENCE AND TECHNOLOGY.

DOI: 10.2166/WST.2015.544

Effect of microalgae inoculation on the start-up of microalgae-bacteria systems treating
municipal, piggery and digestate wastewaters.

111 |Pagina



e v [T

Effect of microalgae inoculation on the start up of
microalgae-bacteria systems treating municipal, piggery

and digestate wastewaters

Liz Aramgo, Flor M Cuerno, Ammando Gonzaler-Sanchesz

and German Buitron
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propose new and bowecost reatment sysiems. Asraton is
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the infal plant enesgy cosis in actvaied shdge processes
(Riossn ef @l zo08). Micmalpe-hacieial speiems ane gain-
ing popoliriy for waskewnte featment dos o dher
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o @l 1957; Bahr ef @ zom; Fires of @ zorg). Microalgal
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doce the OO reqguired by the microalge to periorm
photoeynihesia. Conrastng aomeentonal asmbic teament
syaems, the BOD removed by photosyndh &ic axpgenaton
raquires no energy inpos and prodoces enoogh algal bin-
mass to genemte methane, which can prodoce slectric
power.
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With sofficient momenss and a lght sooree, microalgpe
can grow on a varetly of sobsirates. The growsth of microal:
ga= colwes in wasiennte sysems has been epostsd (Park
ef @l zom); however, inerest in the mee of microakgee-
hacierial sysems for domestic and indosrial wasisaniers
ha been incresing becamse of the Improwement i the
seiiling chamcierisics {Godos & &l 2omo; S0 & 2l 2o0m)
Several smdies have med digesiaes for micmalgee coltva-
tion (Fho ef @l rom; Xo ef @l ao05] Heseandhers hawe
ohserved that micmalgad growdh is alfedied by the presence
of organic matier and muidenis n aneerobic effloent, as

well as the pressnoe of other heteroinop hic mi onon sganisms 2

(Muofior & Cooieysse 2ooh; Liggeth of al. 2ony).

The cbjectve of the present work = to evainae the
removal of momienss and organic matte from 2 microal
gashacierial sysiem weing dwee different sobsrades:
municipal, piggey and digestate wasewass The inooo-
lation effect on the reacior peformance was  also
evalmied by msing both microalgae-baciesa and actvaied
shodge only. The prodoctvity and lipid acoomuolaticn were
evaloated in the biomass of sach sysiem.
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METHODDLOGY
Microalgse and hacberis indtulum

The micraalpe nocolom was obtaimed from a mieed aom-
sontiom coltivated i the bboratory which mas fimt
collecisd from a ke near the campos and colifvated ina
baich repcior nsing bold mediom (CeaBarcia of al. 2omy).
The inocolom samples aniained a mivme of geen alge,
which was identified by cell maosp hobogy osinga microscops
{Presond 1%y, Prominent genem incloded Scemedesms
Desmodremus, Monomplt dium and Chlomdle (CeaBarcia
e @l zomy]. The inoonkom was groen in bold media, comain:
ing 833 mg' L Volatle Sospended Solids (WE5] The hacteria
inocolom was ohisined from the aeration tank of & monici
pal wastewater (MWW meatment plant ner dhe campos
and comained 2740 mg VHEL

WaS b A

Three iypes of wastewater were stdiad: MWW, piggey
wasiennte (FAW) and digestate from an anaenobic themo-
philic reactor (ADE). The MAW uns collenied from a
wasiennte maiment plant lomisd in Sama Eosa jaoregoi,
Umeefarn, Mevicn The sampling point was chosen afier
prefiminary resiment [oparse and fine screening and pri-
may sadimenation). The MWW we sioed in 2 aold
room & 4 "0 The MWW was collecied svery 10 days The
FAW was collecied from 2 farm with 2 capacity of &000
pigs and was sieved with a 200 pm stee] sieve. The ADE
was collecied fonm the efftosntof a thermophilic anaerobic
digesier (33 ") that meated the exress shodge of an activaied
sl dge mumcipal wast swater treatment in o sedaro Oity. In
a prev o sind v (data not showm), o readability fesd wos per-
formed osing 500, 1000 and 3000 mg OO0CL of FAWWand
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ADE Mo significant growih of miooalgas was obeered
with 3000 mg CODVL; howewer, binmass prodocton was
higher with 1000mg OODVL (121 mgV &S/ L/d) than
500 mg CODVL (52 mg VS 5/ dL Thersore, the best resols
with regpect to mieoalgal bicomass pmdocton and motriant
emowml were obiined with 1000 mg OO0DCL and this
ancemration was meed in the present sindy The charaoter.
isics of the wosiewaters are presemied in Table 1. The
ditmiion factor for FAW and ADE wmas 149 and 129,

mApeI Ve R
Experimental strabegy

This sindy was condocied in fhres pamiisl spsiems nsng te
el wasianters that wers previon siy desonbed Each imad
ment sysiem consisted of o sedes of glass bioreactors with
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M + Bl In thelast system, the reactors were also i nocolated
with actinted shodge bt were coversd with alomimom foil

The smperimental array and the amoont of bicmass
inocoladed in each rescior as presenied i Table 2 The
raciors were maimianed af 25" Con siant mibng was pro-
wded meing a magnefic siirming bar i awoid biomass
secdi memiation. To evaloats the spstem omder onmirol bad radi-
ation conditions in the b, foor white LED Lemps of 20 W
uere nsed to ilominate the reactors with 10k [Bomi
mance was meswed (Exiech L1500, lorometsr] at the
evierior surfee of the glass (Figore 1) and phoin perinds
of 12 hoors per dag_

The expsimenis were condodied in baich mode. To
detamine the maction time, the evolmion of 00D, VS5
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and 10031 HACH colonmesic mathads N-NO; and
NeNOE were malpred following the 10237 and 105
HACH methods (diazofragson meathod and dmahyiphenal
methad ] The W55 ooncen Tason was analyeed acconding 1o
siandard medhods (AFHA A PHA AWWA AWWA
WHELCEF WEF morz). For FFI.J:'_,-- me 10127 HACH oodars (4
meiric methed was pedormed |(molpbdovanadats wath
acid persoifate digestion medhod] Disscdved orpgen §30)
and pH were measwed s mng 00 and pH probes
(Y&l hoorporated 50E mode] and OAKTON pH 510
Series]_ For dhe morph nlogic id en@fimtion of micmalgne. a
LEIMCA OMS00 miomsapes with e imag aaguisiEon
sysem (LEICA 10050 HD) was peed, and the Prescoti
{mey] momphological idemtification goide wa foflneed
hile red methodology wa mmed in deiesmine the lpids
inside the miowalgas el qoaliatvely A modification 1o
the techmigqoe ming a giyreral sohiiion was intmdoced for
a better panatmtion of ghe stain msde the coll, msted of
the pheosphate boffer solvion o pressnied by Doon &
Uibhard {zom)

RESULTE AND DISCUSSION

Determingtion of the nesttion tme fior the lluminebed
s chors

The COD, V&5 and NH] concentraSions wene measoned
during the first & dags 10 defesmine the rmcton time of
each cycle hased on nimogen and organic maser removal
and the omass prodoced As shown in Hgore 2, dhe
OO0 mmowmd for the reacors with MWW and PWW dat
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wer first inoculaded with microalgas reach a maximom
removad afier 3 and 5 daps, respecsiedy, and then decneased,
indicating the liberation of arnganic matter. We axpecied the
sysem o have the maximom OO0 removal; theredore, a
rexction time of 4 days was selecied The removal time
was confirmed, partS mlarly becamse ghe highest ammania
removal was reached after 4 dags (Figure 3). The dgnamics
of the biomass growih are showm I Higars 4. As shown in
Higore 4, afer the third day, the reacdnrs that were inocn.
aed with micmage pressnied a peak and were
st fized wna | the st day_ This behavior was not ob sarved
for the readiors that were inocolated only with actvated
shdge becanse in the firstcpele, a small quan sty of micnoal-
Fas waE presant, which was not enough io lbeep the spsteam
asrated ‘Therefore, the bacteria growth wos Bmited

Affier e first cycle, the color i the reaciors that were
momuilated only with actismted sludge changed i a pale
green, and some 3 ®oms and othermicroalme generadeved
aped. This was an indicasion fhat nasve microaigme develop
il the condiions are adaguate and a miooadgasharctenia

smiem mn e deredoped (Hgore 5 Omee the doration of
the cydes was defermined, the illominatsd reanion wes

apented for 5 cpd es of 9 howrs (4 dags). and e actraied
shndge siems were operated for 5 opeles of 24 hoors

00D remseal

Figare & presen s the srerage nemls for 000D mmowmd for 5
opcles, obiamed after the first adapdation cyde The nmciors
were opeated as saquen ang hatch reacins with acypde dor-
atiom of 4 dags, with the svception of the AS reactor, which
had cyeles that lasted one day. The higha COD removal
wmines were ohserved for MWW and PWAY_ The anasnobic
digestate presemied the bvwrer valoes of OO Dremowsd that
an be explained for the recakcitance of the homic sob-
gances peserd in s dfloen. Inenstingly, the highes
percenagss were redch ed with the neactors that wee il mi
nated and wer not mooolaed with micoalgae: T4 = 2 T,
BM=21% and 9= 139 for MWW, PAW and ADE
especively O partiouler inderest i the mee ol diflerent

+H"|"'|'|"'|Hl].l
=g FWW-RH
g ATHE-M 13
g MWW- B
g PWW-B
e Al 1

Tirrez,
Figers § | Dwmmica of S oo in s sscoe sih i s oo o of microies Feass o b e shymdmods

L]
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species of mcmaime i sant op a2 micradgasbacieria  compared the modend removal apaciy of foor different
syatem, which is found i most of the sindies that vesiigats  micmages spedes  Nevetheless, OO0 and moident
the teatmant of wasewates For example, S0 a2 2l otz removal wer kvwrer or semoler than shose obtamed m $his
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study hawe bean mporied elewhere (Giodos ef @l zoro; Hone
gang & @ 2o17; Hemdnder ot @l zor3). Howewer, AROVA
analysis demons trates that no significant diffmences were
fomnd betwresn the two trpes of mocol alion. That indicates
that the few micmalgaes present in the sobstrates aan grow
casily and rapidly becawse they ax able io adapt fo that
SN ment.

Afer microalgpe reachad a significant concentration in
the reactors, the [0 inoreassd from 07 = 04mgOaL
(measorad  immediately afier feeding the recions] to
183 = 05 mg (/L (for PAW and MWW In operational
tems, the spstems have sofficient axpgen for effectve het
erairophic bacterial omidation of dhe organic matier
{Tehobanogloms & &l zon:] Homever, bacanse the reaction
time in algas-facieria syiems is foor times that of the adti
vaied shodge sysiems, the area of the first muost be muodh
greater, which coold be a Bmitaton in areas where land &
not eailable

PP03 remdval

The highest percentage of PPOE removal Bos obdained
with the readtors mnder il mmination, as shown in Figore 7.
The illominated readtors for MWW and PAW presented
high P removals (77 = 4 %% and T = 8 %% mspecively],
indepandent of the presence of miooalzae The presence
of microal gae was significant in the mse of the ADE efilo:
ent_ A higher remaml was obssved when the reactor was
inocolated 8 = 10%) fhan in the reactor withont microal-
gae (302 87%] PAY- removal adhieved by the me of
MWW in the AS sysiem was bow (B3 = 1.5%), bt typical
for actvaied shodge spstems (Tchobanoghoos ef &l 2o02).
The lomer valoes of phesphoross removal obtained for

0 4
2

gmj I | T
a

2

o . —=

PP, rem

MWW can be explained by the low biomass produociviy
obiained with MWW baaues this effloent has lower a
OO0 concemration than FAMW or ADE (Takls 1).

Thee are twn methods to remove phosphones from
masewaen. One method & physical removal thmogh pre
dpiaton & pH higher than 9, and the othe medthod &
accumml ation by the biomass In oor experimants, the pH
incmased as moch as 85, indimting that not alll ghe phes-
phoroos removal conld be atritmted to physical remowl
In this case, it & mare likdy that the removal was mlaed
o a bindogical process. Micmalgee and hacteria nse phos-
pharos to spnthesize cellolar constitoents, and the amomt
of phosphornoos meed Erelaied io thedr sinichio metry. Miono:
algae can take op mmoch more phosphons than what i
neessary for sorvival when dhe exiemal phosphones con-
cenimibon i limited. This erira phosphoms & sioed as
polyphosphate for oee as an inbemal resoorce. Homeve,
despiie having nao lmigng condifions, the siorage of polp
phosphade can be present flomey optake) and i Gpecal of
the nommal matabolism of micmorgnisms (Eoder & 2l
zo0fi] Powel oog) siodied the hooory opiake of phos-
phomes by Somedeswus g in wasie sabiizason ponds
and foond fhat this spedes of micoalgae doss indesd
hawe exira phosphorms siorage inside it cells as polgpho-
sphate gramoles

i{dhe amthars (Aslan & Hapdan zooh] state that the
ideal NP ratio for Scowdsmus . s approvimadely 30
boarer mtics woom b constitme a phoe horos poal for miono-
algae and will not ovemacormuolie as dhey would when
the rafia is approimately 30 In oor case, PAW presemed
the highest M/P ratio {op to 22) and the nse of this sobstmte
mpresanied the anly cae when all the reactors (ith and

withont light] reached high removals (75-85%%]

Lia
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Mitrogen removal

Ther are three wags in which ammoniom can be namovad
from the wasewaes: nigficaton {condo ded by mizi@ng
aminrophic bodeia), smipping fwhen the pH & higher
than 9] and assimilation fconversion of ammoniom oo
afganic miogen mside of cdls] Figone 8 presenss the aver
ag el nitogen concmmatans in the infloent and the
diffe=nt mitogen specim in the efflomnt The reacior per
formance improved with respect fo the data present i
Higare 3 whidh mn be explained by the adaptasion of the
mixoorganism s afier seveal operagion ccles. |mensangly,
same nitrificason was ocomming, as the concentration of
mitrites and nitrates were presend in the effloem For the

(P
W nfhces Toizif B EIF R
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cage of the efflents MWW and PAW,_ high nitificason
was obiained for dhe asaded reaciors wathoot Bght ot

vaed shodge]
Remaval of intal nirogen was & high as 58 = 1209 for

MWW &+ B, ax presemied in Figure 5 in genesal higher
arnmdn ium removal was absered i the spsems inooolated
with microalmes indicatng that, as the micmalges develop,
the e milat on procesis anhancesd . This i alen conwenient
Becanss inorgamic fEolohle) nitogen & converted to arganic
nifrogen {imside the biomass celis]. Nirogen removal up to
S0-6F of N-MNHT has been reporied msing dilmsd wase-

wakers with COD of 153 mg' L (Su & &l zon) The el
foond in this mrent sody are similar 0 $iose obtaimed
with a miead culmre of mioroalzas Soewdemmis obliqunis

I'-rIi| daar vsliea. B treal nirraren inche e e che cifeeere niteen e inche el for e S Saessnsar. Feadns for &gyl e oyl D il umirerssd remesom
e seirh ol creakces g rrhemsd shigs B9 - 0 8 o iroteed serhonter ahuriyes B sred sethaeerd sl s i urmirmion Bl
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Chiowlls sombkimens, Spiuling plefends, Fuglee piddis)
with adtivated shodge and P Nitrogen removal waried
from 21 do 3% fGodos & @l zom).

Brnass productvity

Higae 10 presemts the biomass prodocthity obined for
cach mastewater. The prododingy of the biomass was the
highest for the AS macirs not illominaisad] ataining
650 = M mgflsd This behavior & normal for actvaed
slody and SER sysems and aplaing the reasomn for
highe refengon times for algachacieria sysems This
implies fhat the area nesded for adgebacteria spstems
will be 4 times highe than an activated shodge SER reac-
tor. Om the ather hand, the amoont of slodge prodoced
by the algeebacteria spsiems would be 4 o & dmes
lowrer, s mducing the aost of treatment and final wasie
disposal Hnally the algasbacteria spstems pressnt a
great advamtage ocomparsd o an actvated shodge sstem
becanse i & theoretcally possible o prodoce higher
amaomts of bicfods, soch as metane, doe o the storage
of bipids inside dhe cellls (Amin zn0)-

dudinites mere reached by the reaciors dhat wers not
inocolated with microalgas As the COD was ke for
MWW, no compamble remlis with respect o biomass
growih an be obtained. FAW and ADE had similar indiial
coancentrations of OO0 Thos, prodoctwies can be aonm-
pared Af dhis point the ADE sysiem preseniad dhe loner
produdivily, indicating the possible pressnce of a dooic
camponnd that limited dficient miooalgal reprodocton

Binmass prodectisiiy, mplAd
£

The biomass productvily vared from 17 to 260 mgslad,
dgiending an the sofstrate and the micraalye tha was
wilized (Woertz & al. 2oog; Park & Craggs zom; Sacdstin
de Alva & &, 2ol

Lipid atcumulstion and flod fonmatsons in the readors
iburmsinebe d

After the 3rd cyde, the reaciors that were inooolaied anly
with actisated shodge mmed as green as the readtors that
had been inocolated with micmalgae. The microgaphs
(Hgore 11) indicate that the non-inoculated reaciors
dewelnped microalgas spedes, soch as diaoms, Chioralle,
and filamenioos microalgae Morne imporantly, micnoal
gehactera flos pggregates) wee fomed in e
maciors that were llominated and inocolated with acs
wmiad shodge. In this case, the microalgas developed and
atached matorally to the flas (Higore Sk This was
not the case for the reactors that were inocolied with
microadgas, which remained in sospersion in the Bguid
The flocs formation alen positwely affeded the ssdimen
aton of the biomass Awer one hoor of s2ding, e
wilome setled of the biomass for reaciors PAYW-B and
MWW-E rangesd from 200 to 300 mlsl; howeser, the
maciors that were inocolated with micoalme did not
setfle ai all.

Agtthe end of the cypdes, bicm as sam ples were coll ecied
from each of the mactors that were ilominated  Microalgae
were stained with Mile red io evaloate the presence of lipids
imside the cells. For all the wasienaiers, the prsence of

lipids was confirmed (Higore 12). The clear (ellow) dos

ol

L@ B oA
& &

& SO

- N
»

f.ﬁ f.& I

Hpas 1 |Hn1-l preciuesi iy for shes microsires- bor ks sred seshater shocigs mamrna Fenuln for S ewelsa iyd s 24

119 | Pagina



# L drwrgn o o | EWsat of micmesigs: inccdssion cn the st op of e ool b s e

(1]

Figurs i | & ocoganire dessicessd ofer e Ind cpcls in oe secton sl ibeae s oF micreoirss sl e slh iesuiue of micresies B

Figars ik | Lipid coreser irmicss the: r iorosl s ol 3 i thes reacmr P with B

ek e ol represeni ihe bpnds, whie @e dark (ned
orange] pass correspond 1o chiorophyll The aoromm lason
can alsn be oyplined by the MNP rato abained with
the PAW._ At higher NP raties, |owner con centrations of
phosphoms as presant in the madiom, and consagoendy
the microakgas arcmmmuise (Xin & &l sona)

This bbomtorpscals smdy providsd valmble infor
mation for lagesmls application in coontnies with
sufficient suniight imlensiy. The vesatiliy of $he micmal
gachacteda sysiems and dhedr ability fto  eliminade
pollmianis from diflerent iyps of wasewadiers withom
spending energy o Eraton was demonstrasd. Inoa
miem operated for long pesiods, dhe biomass can be
adagied which can impwove the ramoval dficiendss respea
0 thase abtained in this saody

CONCLUSIONS

The sndy assessed e abilily of a micwalgae-bacienia
EysEm 0 remose ourbhon, nitrogen and phosphonons osing
piggery and mumicpal wasisnates, as wdl as the digeshaie
fmm a themophific aaerobic eador. The i leminaied
readors mocolied only with acivaied shodge developed
micmalge alter 12 opemtion days. In soch reacinm | the for
masion of flocs was obwerved | which had posigve effeck an
the serdimendation of the Biomass; the OO0, ammonmm and
phosphorons removal were as high s 84%, 58%% and T
respectimdy. This finding suggess that no microalgas inocs
lum i necessary d0 start op 2 mioroalgashacierin sysiem
The acomulaton of lipids in e micmal e Bomass was
ob served
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