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RESUMEN

Nombre: Q.B.P. Julio César Beltran Rocha Fecha de Graduacion: Julio, 2014
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn
Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo del Estudio: “DESARROLLO DE UN PROCESO DE REMOCION DE
NUTRIENTES DE EFLUENTES EUTROFICOS POR UN CONSORCIO DE
MICROALGAS NATIVAS DE NUEVO LEON, MEXICO CULTIVADAS EN UN
NUEVO FOTOBIORREACTOR?”

Ndmero de péginas: 118 Candidato para el grado de Maestria
en Ciencias con orientaciéon en Quimica
Analitica Ambiental

Area de Estudio: Biotecnologia Ambiental Aplicada

Propésito y Método del Estudio: La eutrofizacién causada por enriquecimiento de N y P afecta mas de 400
ecosistemas costeros y 40% de lagos y reservorios a nivel mundial. El uso de tratamientos basados en
microalgas es aplicable cuando se cumplen condiciones que no limiten el crecimiento y asimilacion de
nutrientes por las microalgas, condiciones cumplidas por efluentes de Plantas de Tratamiento de Agua
Residual (PTAR) del Estado de Nuevo Ledn, México. En estas se presentan concentraciones de NH,*, NO,",
NO;", PO,* suficientes para contribuir a la eutrofizacion local. Debido a esto, en el presente proyecto se
desarroll6 un sistema de tratamiento en efluentes PTAR basado en el uso de consorcios de microalgas nativas,
evaluando un nuevo fotobiorreactor de bajo esfuerzo de corte (patente MX/a/2012/014898), con el objetivo de
mejorar la calidad fisicoquimica (disminucion de contaminantes inorgénicos) para el pulimento de descargas
eutroficas previo a su incorporacion a cuerpos de agua receptores, todo esto, con el valor agregado de ser un
proceso natural, sustentable, que utiliza especies nativas y asimismo obtener biomasa como subproducto
potencialmente valioso.

Contribuciones y Conclusiones: De entre 30 consorcios de microalgas nativos colectados en el Estado de
Nuevo Ledn, se evaluaron a intemperie (sistema estatico de cultivo) 12 consorcios en efluentes reales
eutréficos PTAR, bajo los criterios de: 1) asimilacion de nutrientes y 2) conductividad
eléctrica/productividad, seleccionando los consorcios 1301 (01) y 1312 (12), que posteriormente se evaluaron
en un estudio a intemperie con el doble papel de la reduccion de nutrientes en un efluente eutréfico real
PTAR, para el cumplimiento de la directiva de la Unién Europea 91/271/ECC (< 1,2 mg/L P y <15, 10 mg/L
N) y produccion de biomasa utilizando en un sistema de fotobiorreactores alimentado por energia solar y
sometido a 3 distintos tratamientos: 1) mezcla (M), 2) mezcla mas 12 de horas diarias de aireacion (M+A) y
3) mezcla mas 12 horas diarias de aireacion con enriquecimiento de CO, (M+ACO.). En el presente estudio
se logré el objetivo principal de la investigacion, siendo esto el mejoramiento de la calidad de descarga y el
consecuente cumplimiento de la directiva 91/271/CEE, en efluentes eutréficos (PTAR) a través del
tratamiento de reduccion de N y P. Las tasas de reduccién de NT de: 64.40, 67.74 y 75.53% a 30 dias con los
tratamientos: 12M, 12M+A y 12M+ACO, respectivamente, y asimismo los tratamientos 01M, 0O1IM+A y
01M+ACO, presentaron reducciones de NT: 67.46, 82.80 y 79.00% a 26 dias. Por otra parte, la remocién de
P en el efluente logré el cumplimiento de la directiva 91/271/CEE, indicando altos porcentajes de eliminacion
de fosforo con 93.45, 89.96 y 89.96% para los tratamientos 01M, 01M+A y 01M+ACO,. Respectivamente,
los tratamientos 12M, 12M+A y 01M+ACOQO, resultaron en reducciones de 94.32, 89.52 y 79.91%. De esta
forma se demostrd la viabilidad y sustentabilidad de la mejora de calidad de descarga en efluentes eutréficos
PTAR utilizando el sistema de fotobiorreactores, que derivo en el cumplimiento a la normativa de descarga
mas estricta a nivel mundial (Directiva 91/271/CEE). Los altos porcentajes de minerales (29.26 a 53.04% BS)
obtenidos en la biomasa resultante, sugieren fuertemente la aplicacion de esta biomasa como un biofertilizante
de bajo costo, en suelos deficientes en los mismos.

Asesor: Dr. Ulrico J. Lopez Chuken:
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) Capitulo 1
INTRODUCCION Y JUSTIFICACION

1.1.- Introduccion

La eutrofizacion del agua es uno de los problemas ambientales méas desafiantes a nivel
mundial y que tiene como consecuencia graves desequilibrios en los ecosistemas acuaticos.
Tal es el caso de las denominadas “zonas muertas” presentes en muchos litorales, que han
aparecido y se han extendido desde la década de los 60°s (Diaz, 2001). Las zonas muertas
se caracterizan por tener una disminucion del oxigeno disuelto (OD) llegando a estados de
hipoxia y anoxia. Las zonas muertas se han reportado en méas de 400 sistemas en el mundo,
afectando una superficie total de 245,000 kilémetros cuadrados (Diaz y Rosenberg, 2008).
Estas zonas se han desarrollado principalmente en los mares continentales aledafios a zonas
pesqueras, tales como el mar Béltico, Kattegat (mar entre Dinamarca y Suecia), mar Negro,

mar Oriental de China y la zona norte del Golfo de México (Diaz y Rosenberg, 2008).

La eutrofizacion se define desde el punto de vista ambiental como el enriquecimiento de
agua con nutrientes especialmente N y P, a un ritmo tal que no puede ser compensado de
forma natural por eliminacion o mineralizacién total(Khan y Ansary, 2005). Aungue ocurre
de forma natural y estacional, se ha acelerado considerablemente por el aumento de la
poblacion e intervencion antropogénica que ha incrementado la tasa de nutrientes
desechados hacia los cuerpos de agua (i.e. descargas eutrdficas; Nixon, 1995; US EPA,
2000).

Dentro de las principales causas de descargas eutréficas se encuentran la aplicacion no
controlada y excesiva de fertilizantes en la agricultura, el vertido de efluentes organicos
industriales con nulo o escaso tratamiento y los desechos pecuarios (Smith, 2003; Yang et
al., 2008). Todo esto resulta en cambios en el equilibrio fisicoquimico y ecoldgico de
sistemas acuaticos tales como rios, lagos, bahias, embocaduras y golfos. La legislacion
mexicana (NOM-001-SEMARNAT-1996) establece un limite maximo permisible en las




descargas de agua residual tratada en un rango de 15 a 60 mg/L para nitrgeno total (NT) y
de 5 a 30 mg/L para fésforo total (PT) dependiendo del cuerpo receptor (rios, aguas
costeras, suelo, embalses naturales y artificiales). Sin embargo, el criterio mas importante a
considerar y mas relevante desde el punto de vista ambiental es la concentracion final en el
sistema receptor, donde valores de > de 0.2 mg/L de N y > de 0.01 mg/L de P indican

contaminacion por eutrofizacion en cuerpos de agua (CNEPA, 2002).

Aunque los procesos que ocurren en los cuerpos receptores de agua afectados por descargas
eutroficas no se han entendido en su totalidad, se sabe que el aporte excesivo de nutrientes
tiene como consecuencia una respuesta ecoldgica negativa que resulta en una proliferacion
masiva de algas, fitoplancton y plantas acuéticas, la cual inicialmente eleva la actividad
fotosintéetica, resultando en una gran cantidad de biomasa y OD (oxigeno disuelto).
Asimismo, la oxidacion de la materia organica incrementa la cantidad de sélidos en el agua,
lo que aumenta la turbidez del medio y la acumulacion de sedimentos en los cuerpos de
agua (Liu y Qui, 2007), reduciendo la incidencia de la radiacion solar fotosintéticamente
activa y por consiguiente ocasionando mortandad de especies acuaticas (Hautlier et al.,
2009). La acumulacidn de sustancias toxicas como toxinas de algas marinas (Heisler et al.,
2008), favoreciendo la proliferacién de organismos invasivos resistentes (Lotze et al.,
2006). Pero sobre todo, las consecuencias que engloba la eutrofizacion resultan cruciales
debido a que los recursos hidricos y acuaticos pueden perderse completamente (Postel y
Carpenter, 1997).

Las microalgas son microrganismos que se caracterizan por una mayor productividad
primaria neta por unidad de area en comparacion con otros organismos fotosintéticos, tales
como las plantas superiores. Esta eficiencia fotosintética excepcional resulta de un nimero
de funciones fisioldgicas internamente competitivas, ciclos rapidos de reproduccion, bajos
requerimientos de nutrientes, y la adaptacién a una amplia gama de radiaciones solares
(Gordon y Polle, 2007). Expresadas dichas caracteristicas, se puede teorizar el uso de
microalgas para sistemas de tratamiento biologico terciario para ciertas aguas residuales y
efluentes con caracteristicas eutroficas, siempre y cuando se cumplan ciertas condiciones

gue no limiten el crecimiento de las microalgas (e.g. bajas concentraciones de compuestos




ficotoxicos, baja materia organica, Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO) y turbidez (De
la Nodie et al., 1992) condiciones que pueden ser cumplidas ya sea directamente o mediante
un tratamiento previo del agua a tratar. La ventaja primordial de un sistema avanzado de
remocion de nutrientes de descargas eutroficas radica en que es un proceso tomado de la
naturaleza que provee una perspectiva de aplicacion real a gran escala, dada las
dimensiones de las operaciones industriales, agricolas y pecuarias y que se puede manipular
de acuerdo a los objetivos del tratamiento, ademas presenta en teoria costos competitivos y
aplicacion directa bajo condiciones reales (De la Note et al., 1992., Kebede Westhead et
al., 2006).

De acuerdo a su calidad final, la biomasa obtenida de microalgas cultivadas para la
remocion de nutrientes puede tener una diversidad de aplicaciones, tales como la obtencion
de proteina o suplementos alimenticios para humanos o animales (Becker, 2004; 2007),
compuestos para la industria (Razif, 2010) o incluso aplicaciones ambientales como la
biosorcion de metales (Perales, 2006), ademas de servir como reinéculos para consumo de

nutrientes en aguas residuales (Boelee, 2012).




1.2.- Justificacion

La eutrofizacion de cuerpos de agua se presenta como un problema prioritario a nivel
mundial que afecta la mayoria de las aguas superficiales en la actualidad. Este problema es
tan relevante que en su ultima actualizacion (2014), el mapa virtual Google Earth incluye
entre sus criterios de clasificacion geogréafica en el mundo, las “zonas muertas”, como se les
denomina a las zonas afectadas por este problema, A nivel nacional, en el Golfo de México
se descargan cantidades considerables de N y P como resultado de actividades agricolas,
industriales y pecuarias. Las descargas mas importantes provienen de la cuenca del rio
Mississippi que ha ocasionado un dafio irreversible creando la zona muerta del Golfo de
México, la cual es ya la mayor extension de hipoxia antropogénica en el hemisferio
occidental, sin embargo a nivel regional las cuencas del rio Bravo y del rio Panuco
contribuyen de manera significativa a esta problematica en el Golfo de México. Dado que
la descarga de efluentes tratados provenientes de Plantas de Tratamiento de Aguas
Residuales Municipales (PTAR) muestra una composicién adecuada para el cultivo de
microalgas bajo condiciones controladas de operacion, ademas de ser permanentemente
descargado a agua superficial (24h, 365 dias al afio). El presente proyecto plantea el
desarrollo de un sistema de tratamiento biol6gico terciario que sea funcional bajo las
condiciones ambientales y climaticas tipicos de la regién, realizado en un nuevo tipo de
fotobiorreactores, para efluentes residuales municipales que previamente cumplan con la
NOM-001-SEMARNAT-1996, lo cual resulte en la mejora de la calidad fisicoquimica de
dichas descargas hacia cuerpos receptores de agua, con consecuentes reducciones de N y P
(<1,2mg/L Py<15 10 mg/L N) y cumplimiento de la normativa de descarga mas
estricta a nivel mundial (directiva de la Unidén Europea 91/271/ECC). Dando asi,
seguimiento y repuesta al marco de los objetivos de desarrollo del milenio de la
Organizacién de las Naciones Unidas (ONU), el Plan Nacional de Desarrollo 2012 vy el
Plan Estatal de Desarrollo 2015 del Estado de Nuevo Ledn, los cuales incluyen como
aspectos prioritarios la sustentabilidad y el desarrollo regional. Todo esto con el valor
agregado de ser un proceso natural, solar y sustentable, que utilice especies nativas para
solucionar problematicas locales y asimismo obteniendo biomasa como subproducto

potencialmente valioso.




Capitulo 2
ANTECEDENTES

2.1.- Definicion de eutrofizacion y efectos adversos

La eutrofizacion, desde un punto de vista ecoldgico, puede definirse como la suma de los
efectos del crecimiento excesivo de fitoplancton (microalgas) que da origen a un
desequilibrio en la productividad primaria (organismos autotrofos) y secundaria
(organismos heterétrofos) generando un cambio de nivel trofico causado por el
enriquecimiento de nutrientes (Khan y Ansary, 2005). Esta definicion es consistente con el
uso historico y hace hincapié en que la eutrofizacion es un proceso y no un estado trofico
(Nixon, 1995).

El efecto adverso de la eutrofizacién en sistemas marinos y costeros, causa una amplia
variedad de sintomas indeseables, que estan directa o indirectamente relacionados con el
crecimiento excesivo de plantas acuaticas (Tabla 2.1). Los impactos ecoldgicos adversos
causados por la eutrofizacion se pueden clasificar en base a tres aspectos: (1) reduccion de
la biodiversidad y la sustitucion de las especies dominantes, (2) aumento de la toxicidad del
agua, y (3) aumento de la turbidez del agua y disminucion de la vida util en los sistemas
acuaticos (Dodds et al., 2009).

Tabla 2.1.- Efectos adversos de eutrofizacion en cuerpos de agua y areas costeras
(Smith, 2003)

- Incremento de la biomasa de fitoplancton

- Cambios en la composicion del fitoplancton y floracién de especies las cuales en una gran mayoria pueden
ser toxicas 0 no consumidas eficazmente por herbivoros acuaticos

- Incremento de productividad, biomasa y la composicién de especies adheridas a microalgas (perifiton)

- Incremento de productividad, biomasa y la composicion de especies de macroalgas marinas

- Cambios en la productividad, biomasa y la composicién de especies de plantas vasculares acuaticas

- Disminucidn de la produccién deseable de peces y crustaceos

- Reducciones en la salud y el tamafio de las poblaciones de corales marinos

- Amenazas a especies acuaticas en peligro de extincion

- Problemas en el olor, sabor y filtracién en el abastecimiento de agua potable

- Agotamiento del oxigeno en aguas profundas

- Disminuciones en el valor estético percibido del cuerpo de agua

- Impactos negativos econémicos, incluidos los valores de propiedad y de disminucién de los usos recreativos




2.2.- Cuantificacion de la eutrofizacion

El grado de eutrofizacion depende de multiples variables, incluyendo las caracteristicas de
la cuenca hidroldgica, asi como de los aspectos quimicos y biologicos de los cuerpos de
agua receptores (US EPA, 2000). De esta manera, existen diversos criterios para la
clasificacion del estado trofico en aguas superficiales (Tabla 2.2) y de calidad de agua
superficial (Tabla 2.3), basados principalmente en la concentracion de nutrientes (N y P),
clorofila, turbidez de agua y OD (Yang et al., 2008). McCool y Renard (1990) reportan que
concentraciones en el agua a partir de 0.3 mg/L de N inorganico y 0.015 mg/L de P
inorgénico son los niveles en que la eutrofizacién podria representar un problema para los

ecosistemas.




Tabla 2.2.- Criterios internacionales para la clasificacion del estado trofico en agua

Estado Tréfico PT (ug/L) Clorofila a (ug/L) Transparencia ® (m) NT (ug/L)
Media | Maximo Media | Méximo
Criterio OECD (Ryding y Rast, 1994)
Ultra - Oligotréfico <4 <1 <25 >12 >6 -0
Oligotrofico <10 <25 <8 >6 >3 _
Mesotréfico 10-35 25-8 8 -25 6-3 3-15 -
Eutréfico 35-100 8-25 25-75 3-15 15-07 -
Hipereutréfico > 100 > 25 >75 <15 <0.7 -
Criterio canadiense (Environment Canada, 2004)
Ultra - Oligotréfico <4 <1 <25 >12 >6 -
Oligotrofico 4-10 <25 <8 >6 >3 -
Mesotréfico 10-20 25-8 8-25 6-3 3-15 -
Meso - eutrofico 20-35 - - N _ N
Eutréfico 35-100 8-25 25-75 3-15 15-0.7 -
Hipereutréfico > 100 >25 >75 <15 <0.7 -
Criterio Nurnberg (Nurnberg, 2001)
Oligotrofico <10 <35 - - - <350
Mesotréfico 10- 30 35-9 - - - 350 - 650
Eutrofico 31- 100 9.1-25 - - - 651 - 1200
Hipereutrofico > 100 > 25 - - - > 1200
Criterio Quebec (MDDEP, 2007)
Oligotréfico 4-10 1-3 - 12-5 - -
Mesotréfico 10- 30 3-8 - 5-25 - -
Eutréfico 30 - 100 8-25 - 25-1 - -
Criterio Sueco (University of Florida, 1983)
Oligotrofico <15 <3 - >3.96 - <400
Mesotréfico 15-25 3-7 - 2.43-3.96 - 400 - 600
Eutrofico 25 - 100 7-40 - 0.91-2.43 - 600 - 1500
Hipereutrofico > 100 > 40 - <0.91 - > 1500

Cri

terio propuesto por Dodds et al., 1998

Estado Trdfico PT NT Clorofila sestnica Media de clorofila
(mg/L) (mg/L) (ng/L) benténica (mg m?)
Oligotroéfico - Mesotrofico (limite) 0.025 0.7 10 20
Mesotréfico - Eutréfico (limite) 0.075 15 30 70
Criterio propuesto por Janus y Vollenweider, 1981

Estado Trdfico Materia organica Media de PT Clorofila maxima | Transparencia®(m)
(Hg/L) (Hg/L)
Oligotroéfico baja 8.0 42 9.9
Mesotréfico media 26.7 16.1 42
Eutréfico alta 84.4 42.6 2.45
Criterio propuesto por Forsberg y Ryding, 1980

Estado Tréfico PT (no/L) NT(pg/L) Clorofila (ug/L) Transparencia  (m)
Oligotrofico <15 < 400 <3 >4
Mesotrofico 15-25 400 - 600 3-7 4-25
Eutréfico 25 - 100 600 - 1500 7-40 25-1
Hipereutréfico > 100 > 1500 > 40 <1.0

Criterio propuesto por Chapray Dobson, 1981

Estado Trdfico PT (ug/L) Clorofila (ug/L) Transparencia ® (m)
Oligotrofico <11 <29 >5
Mesotréfico 11-217 29-56 5-3
Eutréfico >21.7 >5.6 <3

3 Transparencia por profundidad de disco Secchi; -° no disponible




Tabla 2.3.- Criterios de calidad de agua superficial de lagos o reservorios (CNEPA,

2002)

Clasificacion de agua superficial

Parametro Clase | Clasell | Claselll | ClaselV | ClaseV
Temperatura de Incremento maximo semanal < 1; disminucion maxima semanal < 2
Agua (°C)
pH 6-9
OD (mg/L) Saturacion > >6 >5 >3 >2
90%
DQOw, (mg/L) <2 <4 <6 <10 <15
DQO, (mg/L) <15 <15 <20 <30 <40
DBO;s (mg/L) <3 <3 <4 <6 <10
NT (mg/L) <02 <05 <1.0 <15 <20
NH;-N (mg/L) <0.15 <05 <1.0 <15 <2.0
NO,-N (mg/L) <0.06 <0.1 <0.15 <1.0 <1.0
PT (mg/L) <0.01 <0.025 <0.05 <0.1 <0.2
Clorofila a (mg/L) <0.001 <0.004 <0.01 <0.03 <0.065
Transparencia (m) >15 >4 >25 >15 >0.5
Escherichia coli (L") <200 <2000 < 10000 < 20000 < 40000

OD: oxigeno disuelto; DQOy,: Demanda quimica de oxigeno por método de oxidacion K,MnO4; DQOc;:
Demanda quimica de oxigeno por método de oxidacion cromo; DBOs: Demanda bioquimica de oxigeno; NT:
Nitrogeno total; PT: Fosforo Total.

CNEPA: Environmental Protection Agency of China

2.3.- Fuentes de nutrientes eutroficos

El flujo de nutrientes hacia medios acuaticos se debe principalmente a la suma de descargas

de multiples fuentes, como las incluidas en la Tabla 2.4.

Tabla 2.4.- Fuentes y rutas de entrada de nutrientes en sistemas costeros (basado en
Selman et al., 2008)

Fuentes

Rutas de entrada

Aire
7

Agua superficial

Agua subterranea

Combustion de combustibles fésiles

0.0

Sistemas sépticos

Escurrimiento de aguas pluviales urbanas

5

A

Industria

5

A

Aguas residuales urbanas/ aguas residuales

5

%

Fertilizantes agricolas

5

%

5

%

X3

%

Explotaciones ganaderas

5

%

5

%

X3

%

Acuicultura

5

A




Las entradas de contaminantes quimicos tales como nitrégeno y fosforo a cuerpos de agua
se clasifican como fuentes difusas o puntuales (Tabla 2.5). Las fuentes difusas a menudo se
derivan de extensas areas de tierra siendo transportados por tierra, bajo tierra, o a través de
la atmosfera a las aguas receptoras, por lo que consecuentemente las fuentes difusas tienden
a ser dificiles de medir y regular. Las fuentes puntuales como vertidos de agua residual
tratada tienden a ser continuas, con poca variabilidad en tiempo, con relativa facilidad de
ser medidas y asimismo ser tratadas en el punto de origen (Carpenter et al., 1998). La Tabla
2.6 muestra los niveles de nitrogeno y fosforo en diferentes aguas residuales provenientes

de fuentes puntuales.

Tabla 2.5.- Caracteristicas de fuentes difusas y puntuales de contaminantes quimicos
en cuerpos receptores de agua, reconocidos por los estatutos de Estados Unidos de

América (modificado por Novotny y Olem 1994)

Fuentes difusas

- Escorrentia de agricultura (Incluyendo el flujo de retorno de la agricultura de regadio)

- Escorrentia de los pastos y sierra

- Escorrentia urbana de areas sin alcantarillado y areas con una poblacion < 100 000

- Lixiviacion de fosas sépticas y aguas de escorrentia de sistemas sépticos fallidos

- Escorrentia de sitios de construccion < 2 hectareas

- Escorrentia de minas abandonadas

- Deposicidn atmosférica sobre la superficie de agua

- Actividades en suelo que generan contaminantes, tales como la tala, la conversion de humedales, la
construccién y el desarrollo en suelos o cursos de agua

Fuentes puntuales

- Efluentes aguas residuales (municipales e industriales)

- Escorrentia y lixiviacion de sitios de disposicion de residuos

- Escorrentia y lixiviacion de corrales de engorda de animales

- Escorrentia de minas, campos de petroleo, sitios industriales sin alcantarillado
- Desagies pluviales de las ciudades con una poblacién > 100 000

- Desbordamientos por la combinacion de tormentas y alcantarillas sanitarias

- Escorrentia de sitios de construccion > 2 hectareas




Tabla 2.6.- Nitrogeno total (NT) y fosforo total (PT) contenidos en diferentes flujos de
residuos (Cai, Park y Li, 2013)

Categoria de aguas Descripcion NT (mg/L) PT (mg/L) Cociente de
residuales N/P
Aguas residuales Aguas residuales 15-90 5-20 3.3
municipales
Aguas residuales de Ganado vacuno 185 — 2636 30 - 727 3.6-7.2
animales Aves de corral 802 — 1825 50 — 446 4-16
Ganado porcino 11102 - 3213 310 — 987 3.0-7.8
Coral de engorda vacuno 63 — 4165 14 -1195 20-45
Aguas residuales Textil 21572 1.0-9.7° 20-4.1
industriales Elaboracion de vino 1102 52 2.1
Curtiduria 273 21° 13.0
Fabrica de papel 1.1-10.9 0.6-5.8 3.0-4.3
Molino de olivo 532 182 2.9
Efluentes con Estiércol de ganado lechero 125 — 3456 18 — 250 7.0-13.8
digestién anaerébica Estiércol de aves de corral 1380 - 1580 370 — 382 3.6-4.3
Lodos de depuracion 427 — 467 134 - 321 -
Desperdicios de alimentos y 1640 — 18852 296 — 302 -
estiércol de ganado lechero

“No especificado, * Nitrégeno Total Kjeldahl, ® Ortofosfatos totales (PO, P)

2.4.- Contaminacion con descargas residuales a cuencas hidrogréaficas vinculadas con

las areas costeras en México

La cantidad de nutrientes que contienen las aguas residuales supera en muchas ocasiones la
capacidad de asimilacion de los cuerpos de agua costeros y los ecosistemas marinos, por lo
gue se generan severos impactos en ecosistemas pelagicos y bentonicos, tales como
eutrofizacién, hipoxia y alteracion en la composicion y abundancia de la biodiversidad
local (Berman et al., 2005). Otra consecuencia se atribuye por la concentracion de
compuestos de nitrégeno en los efluentes de agua residual en el cual hay un efecto de
toxicidad del amonio no ionizado para peces 'y oOtros  organismos

acuaticos (Lincolin y Earle, 1990).
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La contaminacion por las descargas municipales a cuencas hidrogréaficas vinculadas con las
areas costeras en México es referida a 20 cuencas de un total de 218, en las que se ubica el
93% de la poblacion y tiene lugar el 72% de la produccién industrial, generando el 89% de
la carga total contaminante. En las cuencas de los rios Panuco, Lerma, San Juan y Balsas se
reciben el 50% de las descargas de agua residual. Otras cuencas altamente contaminadas
corresponden a las de los rios Blanco, Papaloapan, Culiacan y Coatzacoalcos. A nivel
nacional, en 2009 se trataron Unicamente el 37.1% de las aguas residuales municipales que
se generaron y el 19.3% de las aguas residuales no municipales, incluyendo a las
industriales (CONAGUA, 2011).

2.5.- Descarga de efluentes residuales tratados a cuerpos receptores

Si los efluentes no son reutilizados, son descargados directamente hacia el ambiente en
sistemas acuaticos sensibles, por lo que se han establecido normas y limites para la
descarga, que pueden diferir entre paises. Por ello se considera como regla general que
cuanto mas sensible sea el medio receptor de la descarga, mayor debera ser la calidad del
efluente. Algunos limites habituales de descarga adoptados mundialmente en una gran
cantidad de paises industrializados y en paises en vias de desarrollo, son presentados en la
Tabla 2.7.

Tabla 2.7.- Normas tipicas de descarga en mg/L (Ayers y Westcot, 1985; WHO, 1989)

Descarga en agua superficial | Aguas superficiales Uso de efluentes en
Parametro Alta calidad | Baja calidad sensibles a riego y acuicultura
eutrofizacion
DBO 20 50 10 100"
SST 20 50 10 <50"
N Kjeldahl 10 - 5 -
N Total - - 10 -
P Total 1 - 0.1 -
Coliformes fecales - - - <1000
(NMP/100 mL)
Huevos de helmintos - - - <1
SAR - - - <5
SDT - - - < 500°

- No hay normas establecidas, * norma agronémica,  No hay restricciones sobre la seleccion de cultivos, SST
solidos suspendidos totales, SDT sélidos disueltos totales, SAR relacién de absorcion de sodio,
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De esta manera, la WHO ha declarado que los estandares de calidad ambiental relacionados
al deterioro de la calidad del agua en los cuerpos receptores debera ser el minimo posible.
Asi, las valoraciones del agua residual tratada en las PTARs son utilizadas comUnmente
para estimar la calidad del efluente, donde ésta se evalla de acuerdo a una serie de

parametros descritos en la Tabla 2.8.

Tabla 2.8.- Clasificacion de calidad fisicoquimica de agua de descarga en sistemas
receptores (basado en LAWA, 1998)

PT | NO3 N | NH, N | NT | AOX
Clase mg/L*
| <0.05 <1.0 <0.04 <1.0 5,0
=11 <0.08 <15 <0.10 <15 <0.01
11 <0.15 <25 <0.30 <3.0 <0.025
-1 <0.30 <5.0 <0.60 <6.0 <0.05
11 <0.60 <10 <1.20 <12 <0.1
i -1v <1.20 <20 <2.40 <24 <0.2
\Y >1.20 > 20 >2.40 > 24 >0.2

Concentracion total de metal
PbA | cd® | Cr® Cu® Ni® | Hg” | 2zn®

Clase mg/Kg**
| <25 <0.3 <80 <20 <30 <0.2 <100
-1l <50 <0.6 <90 <40 <40 <04 <150
11 <100 <12 <100 <60 <50 <0.8 <200
-1 <200 <24 <200 <120 <100 <16 <400
i <400 <48 <400 <240 <200 <3.2 <800
- <800 <9.6 <800 <480 <400 <6.4 <1600
\Y > 800 >0.6 > 800 > 480 > 400 >6.4 > 1600

AOX: Compuestos Organicos Halogenados, *: ecosistema acuatico, °: Sélidos suspendidos y sedimentos, *:
en comparacion con el percentil 90, **: comparado con el percentil 50. Clase I: nivel de base natural
(original), I - II: impacto antropogénico muy bajo, 1I: bajo impacto, Il — Il1: impacto significativo, I11: de alto
impacto, 111 — 1V: de muy alto impacto

2.6.- Normativa Mexicana de descargas de agua residuales tratada

En México, la Norma Oficial Mexicana NOM-001-SEMARNAT-1996, establece los
limites maximos permisibles de contaminantes en las descargas de agua residual en cuerpos
receptores (Tabla 2.9). Fue publicada en el Diario Oficial de la Federacion, con fecha 6 de
Enero de 1997y tiene como objeto proteger la calidad del agua y posibilitar sus usos y su

observancia es obligatoria para los responsables de dichas descargas. Esta norma especifica
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los tipos de cuerpos receptores y fija los limites maximos permisibles para contaminantes

basicos, patdgenos y toxicos. Asi como los tiempos de cumplimiento en funcion del tipo de

descarga y la concentracion de contaminantes.

Tabla 2.9.- Limites maximos permisibles para contaminantes basicos en descarga de
agua residual tratada en cuerpos receptores (NOM-001-SEMARNAT-1996)

Parametro Limites maximos permisibles (mg/L, excepto cuando se especifique)
NOM-001
(A) (B) ©
PM/PD PM/PD PM/PD
Temperatura (°C) NAL7 40/40 40/40
40/40*
Grasas y Aceites 15/25 15/25 15/25
Materia flotante Ausente
S6lidos Sedimentables 1214 1/2 1/2
(mL/L) NA’
Sélidos Suspendidos 150/200** 75/125 40/60
Totales NA’
Demanda Bioquimica de 150/200%* 75/150 30/60
Oxigeno (DBO) NA’
Nitrégeno total 40/60" 40/60%3 15/25
NA*? 15/25°
NA5,8
Fosforo total 20/30* 20/30%° 5/10
NA*7 NA>®5/10°
Arsénico total 0.2/0.47 0.1/0.2%%%8 0.1/0.2
0.1/0.2* 0.2/0.43°
Cadmio total 0.2/041 0.1/0.2%%%8 0.1/0.2
0.1/0.2* 0.2/0.4%°
0.05/0.17
Cianuro total 2/37 1/2%58 1/2
1/2* 2/3%5
Cobre total 4/6 4/6 4/6
Cromo total 1/1.5 0.5/1%°% 0.5/1
0.5/1%7 1/1.5%5
Mercurio total 0.01/0.02%* 0.005/0.01%% 0.005/0.01
0.005/0.017 0.01/0.02358
Niquel total 2/4 2/4 2/4
Plomo total 0.5/11 0.2/0.4%%%8 0.2/0.4
0.2/0.4* 0.5/1%5
5/107
Zinc total 10/20 10/20 10/20
pH (sin unidades) 5-10
Coliformes fecales 1000/2000 1000/2000 1000/2000
NMP/100ml
Salmonella sp (NMP/g en - - -
base seca)
Huevos de Helminto 1" RNR - -
5’ RR (H/L)

PM Promedio mensual

PD Promedio diario
NA No es aplicable
RR Riego restringido

RNR Riego no restringido
(A), (B) y (C) Tipo de cuerpo receptor
segln la Ley Federal de Derechos

Uso en riego agricola (Rios)
2Uso publico urbano (Rios)

% Uso en riego agricola (Embalses
naturales y artificiales)
*Explotacién pesquera, navegacion y
otros usos (Aguas costeras)
® Recreacién (Aguas costeras)

® Estuarios (Aguas costeras)
" Uso en riego agricola (Suelo)
8 Humedales naturales (Suelo)
- No especificado
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2.7.- Normativa internacional de descargas de agua residuales

Dada la creciente preocupacion con respecto a la conservacion del ambiente y de sus
recursos naturales, se han fijado normativas estrictas para el control de las descargas donde
se especifican los limites permisibles para la descarga de efluentes, a paises desarrollados.
Tal es el caso de la Directiva 91/271/CEE de la UE (1991) que establece las normas para la
DQO, DBO, SST, N total y P total que se han adoptado en distintos paises europeos (Tabla
2.10).

Tabla 2.10.- Estandares de efluentes para descarga en agua dulce superficial en
diversos paises europeos (Jacobsen y Warn, 1999)

Pais Habitantes DQO DBOs SST NT PT Tipo de tratamiento
en miles mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L 0 comentario
Unién > 2 125 25 35 - - Secundario
Europea 10 - 100 125 25 35 15 2 Terciario
> 100 125 25 35 10 1 Terciario
Austria 0.05-0.5 90 - - - - Secundario
05-5 75 20 - - 2 Terciario
5-50 75 20 - - 1 Terciario
> 50 75 15 - - 1 Terciario
> 10 75 15 - - 0.5 Terciario
Suiza 0.2-2 - 20 20 - Secundario
2-10 - 20 20 - 0.8 Terciario
>10 - 15 15 - 0.8 Terciario
Francia >2 125 25 35 - - -
10 -100 125 25 35 15 2 -
> 100 125 25 35 10 1 -
Italia - 160 40 80 10 0.5 Lagos <10 Km de la
costa
- 160 40 80 - 10
Paises 1.8-18 125 20 30 15 2 Terciario
Bajos 18-90 125 20 30 10 2 Terciario
>90 125 20 30 10 1 Terciario
Eslovaquia <0.05 - 60 50 - - -
0.05-0.5 - 50 40 - - -
05-5 140 40 35 - - -
5-25 120 35 30 - 5 -
25-100 100 30 25 - 3 -
> 100 90 20 20 - 15 -

- No especificado

14




2.8.- Tratamiento convencional en aguas residuales

Las sustancias organicas e inorgéanicas que se liberan en el ambiente como consecuencia de
las actividades domésticas, agricolas e industriales conducen a la contaminacién cronica de
las cuencas hidrologicas nacionales. Los procesos de tratamiento convencional primario y
secundario de aguas residuales se han introducido en un nimero creciente de lugares, con el
fin de eliminar materiales facilmente establecidos (tratamiento primario) y para la
oxidacion de la materia organica presente en el agua residual (tratamiento secundario)
(Abdel-Raouf et al., 2012).

De esta manera a la fecha se encuentran métodos biolégicos, fisicoquimicos, y mecanicos
para tratar desechos y efluentes generados del sector agroindustrial y acuicola, con alto
contenido de nutrientes en formas organicas y/o inorganicas. (Bernet, 2009). Sin embargo,
estas técnicas solo logran la eliminacién de la mayoria de los contaminantes organicos, pero
con un efecto minimo sobre la eliminacion de los contaminantes inorganicos (Travieso,
2006). Esto no genera una solucion a los altos contenidos de nitratos, amonio e iones
fosfato, causantes de la eutrofizacion del agua y de floracion de microalgas (Sawamada et
al., 1998). La eliminacion de contaminantes inorganicos suele requiere de costosos métodos
fisicoquimicos (Benemann, 1979), especialmente la eliminacién de fdsforo, que es el
contaminante mas dificil de eliminar (de-Bashan y Bashan, 2010). El proceso terciario
convencional destinado a la eliminacién del NH3, NO3"y PO,* es aproximadamente cuatro

veces mas elevado que el tratamiento primario (Oswald, 1988b).

15



2.9.- Microalgas y estudios de tratamiento de aguas residuales

Las microalgas son organismos fotosintéticos procariotas 0 eucariotas de répido
crecimiento, que toleran condiciones adversas debido a su estructura multicelular o
unicelular simple, requiriendo practicamente solo luz solar y nutrientes inorganicos
simples. Ejemplos de microalgas procariotas son las cianobacterias (Cyanophyceae) y de
microalgas eucariotas son las algas verdes (Chlorophyta) y las diatomeas (Bacillariophyta)
(Lietal., 2008 a, b).

El biotratamiento de aguas residuales con microalgas para la eliminacién de N y P y fue
propuesto en la década de los cincuenta por Oswald y Gotaas (1957). Desde entonces, se
han realizado numerosos estudios a escala de laboratorio y piloto de este proceso (Tabla
2.11). De esta manera varias plantas de tratamiento de agua residual con diferentes
versiones de estos sistemas se han construido (Shelef et al., 1980; Oswald, 19884, b; Shi et
al., 2007; Zhu et al., 2008). La aplicacién mas comun del tratamiento de agua residual con
uso de microalgas tiene por objeto la recuperacion de nutrientes (Carlsson et al., 2007), que
es basicamente un efecto de su asimilacion por las microalgas durante su crecimiento. Sin
embargo, otros fendbmenos también se producen, tales como la volatilizacion de NH3 y la
precipitacion de fésforo en forma de fosfato de calcio Ca(PO4), como resultado del
aumento del pH inducido por la interaccion con las microalgas (Hammouda, et al., 1994).
Asimismo el biotratamiento con microalgas resulta interesante debido a sus capacidades
fotosintéticas y su conversion de energia solar en biomasa (De la Nole y De Pauw, 1988).
Por otra parte la produccién de microalgas para la produccion de biocombustibles
(biodiesel, biometano) y mitigacion de emisiones de CO, (fijacion fotosintética) se

encuentran bajo investigacion (Carlsson et al., 2007).
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Tabla 2.11.- Eliminacion de nitrégeno y fosforo por diversos géneros de microalgas y
cianobacterias en procesos por lotes axénicos de diferentes flujos de residuos reales y
sintéticos (Cai, Park y Li, 2013)

Géneroy Flujo de Tipo de Tiempo de NT PT
especie residuos proceso remocion Concentracion ‘ Eficiencia de Concentracion | Eficiencia de
(d) inicial (mg/L) remocion (%) inicial (mg/L) remocion (%)
Categoria Chlorophyta
Chlorella sp. | Abono digerido | Lote | 21 | 100-240 | 76 - 83 | 15 - 30 | 63 -75
*: la muestra fue diluida a concentraciones de 10, 15, 20 y 25% con posterior filtracion (1.5 um), no especifican condiciones de tratamiento
C. kessleri [ Medio sintético | Lote [ 3 [ 168 [ 8-19° [ 10-12 [ 8-20°
*: temperatura regulada (30°C) a 300 rpm, con luz artificial a diferentes fotoperiodos
C. pyrenoidosa Agua Lote 5 267 87 -89 56 70
residual alimentado
agroindustrial

*: la muestra se ajusté a pH de 6.5 y se esterilizo en autoclave (121°C/20min), el tratamiento fué realizado en una incubadora con luz artificial 40.5 umol
m™s™ con un fotoperiodo 14:10 y temperatura de 27 + 1°C

C. sorokiniana ‘ Medio sintético Lote | 10 - ‘ - | 22 45-72
esterilizado

*: temperatura regulada (26+2°C), iluminacién constante de 60 umol m?s? y pH de 6.8 2 7.0

C. vulgaris [ Medio sintético | Lote [ 1-10 ] 13- 410 [ 23-100° ] 5-8 [ 46 - 94°

*: aireacion enriquecida con C0,, pH de 6.5 a 7.0, iluminacién continua a 4100 lux y temperatura de 20 + 2°C

C. vulgaris Agua residual Lote 5-9 3-36
agroindustrial

30 - 957 | 112 20-55

*: filtracién a 0.45pum, esterilizacién (20min) y dilucién 1:1 con agua dulce, temperatura de 20+2°C e iluminacién continua 60 pmol m?s™ y aeracion con
difusion de burbujas

C. vulgaris ‘ Agua residual ‘ Lote | 2-10 ‘ 48 - 1550 ‘ 55 - 88 | 4-42 | 12 - 100
municipal

*: temperatura 25 + 1°C, intensidad de luz 135 uE m™s™ y aeracién con burbujeo

C. reinhardtii ‘ Medio sintético ‘ Lote | 10 - 30 ‘ 129 42 - 83° | 120 | 13- 14°

*: temperatura 25 + 1 °C, aireacién enriguecida con CO,, iluminacién continua 120 umol m?s™

Scenedesmussp | Medio sintético | Lote [ 02-45 ] 14 - 44 [ 30-100*° 1.4-6.0 [ 30-100°

*: temperatura 20 + 2°C intensidad luminosa 6500 + 300 lux, fotoperiodo 13:11 LO, agitacién por burbujeo

S. dimorphus ‘ Aguas residual ‘ Lote 9 - - | 112 | 20-55
industrial

*: filtracion a 0.45um, esterilizacién (20 min) y dilucién 1:1 con agua dulce, temperatura de 20 + 2°C e iluminacién continua 60 umol ms™ y aeracion
con difusién de burbujas

S. obliquus Agua residual Lote 02-8 27 79 - 100° 12 47-98
municipal

*: inoculo algal hiperconcentrado, dilucién 1:1 de agua residual con agua de mar estéril, bajo condiciones ambientales

Categoria Cyanobacteria

Arthrospira sp. Efluentes Semi - - - 84 - 96° - 72-87°
anaerobios continuo
porcinos

*: se evalu6 una solucidn diluida con 2% (v/v) del efluente residual, con ajuste de pH inicial (8.8 ) y durante el tratamiento se controld el a pH de 9.5, bajo
condiciones ambientales

A. platensis Agua residual Lote 15 2-3 96 -100° 18-21 87 - 99°
agroindustrial

*: condiciones controladas mantenimiento de pH 8, distintas suplementaciones de nutrientes

Oscillatoria sp. Agua residual Continuo 14 498 100 76 100
municipal

*: dilucién 1:1 con agua marina estéril, bajo condiciones ambientales

Categoria Diatomea

P. tricornutum Agua residual Continuo 14 498 - 835 80 - 100 76 - 116 50 - 100
municipal

*: dilucién 1:1 con agua marina estéril, bajo condiciones controladas

Categoria Haptophyta

1. galbana Medio sintético Lote 8 377 99 - -
esterilizado

*: temperatura 20 + 1°C, bajo distintas intensidades de iluminacién continua, aireacién de 4.5 L/min y salinidad ajustada 33%o

* Condiciones experimentales en tratamiento previo del residuo y/o condiciones durante tratamiento: ® Nitrogeno
amoniacal,  Nitrato, ¢ Ortofosfatos totales. %o La décima parte de un porcentaje. - No especificado
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2.10.- Tratamiento de remocion de nutrientes por microalgas en efluentes PTAR

El nitrégeno en las aguas residuales de una PTAR se deriva principalmente de
interconversiones metabolicas. Asimismo el 50% o mas de fosforo surge de detergentes
sintéticos. Las principales formas quimicas en que se encuentran estos nutrientes en los
efluentes son: NH,", NO,", NO3™ y PO.*, coincidentemente causantes de eutrofizacion
(Horan, 1990).

El uso de microalgas ha destacado como tratamiento alterno secundario o tratamiento
bioldgico terciario para la (eliminacién de nutrientes) debido a que ofrece un enfoque
rentable por el menor costo de implementacion y operacion bajo condiciones ambientales
(en sistemas fotobiorreactores solares), con alta eficiencia en remocion de compuestos
solubles inorganicos (N y P) causantes de eutrofizacion (Chen, et al., 2011; Evonne y Tang,
1997). Asimismo el uso de microalgas es un proceso gque no produce contaminacion
secundaria, en contraste a tratamientos terciarios estrictamente fisicoquimicos que pueden

conducir a la generacion de subproductos nocivos (De la Note et al., 1992)

2.11.- Factores que influyen en la eliminacion de nutrientes en el tratamiento terciario

a base de microalgas

La absorcion de nutrientes y la consecuente productividad de las microalgas en el
tratamiento bioldgico de agua residual son afectadas fuertemente por la disponibilidad de
nutrientes y las complejas interacciones entre los factores fisicos tales como el pH (Azov y
Shelef, 1987), intensidad de luz, temperatura (Talbot y De la Noue, 1993) y factores
bidticos. El primer factor bidtico con influencia significativa en el crecimiento de algas es
la densidad inicial (indculo), que posee una correlacion positiva directa con la eficiencia de
eliminacion de nutrientes y productividad (Lau et al., 1995). Por el contrario, la alta
densidad de algas lleva al autosombreado, acumulacion de autoinhibidores y una reduccién

en la eficiencia fotosintética (Fogg, 1975; Darley, 1982).
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El éxito del tratamiento de depuracion con microalgas depende principalmente de una
fuerte investigacion en los sistemas de crecimiento; por ejemplo, mediante el desarrollo e
innovacion en nuevos fotobiorreactores que optimicen el cultivo y faciliten la separacion de
la biomasa (L6pez-Chuken y Parra, 2012), siendo el ultimo proceso unitario el mas critico
desde el punto de vista de costos. Ademas es importante la comprension de los factores
(fisicos, quimicos y bioldgicos) que afectan la tasa del crecimiento bajo condiciones

ambientales naturales, como aquellos descritos en la Tabla 2.12.

Tabla 2.12.- Factores que influyen la alta tasa de conversion en el cultivo de

microalgas en exteriores (Becker, 1988)

Factores Parametros

Factores abioticos, fisicos y quimicos Luz (cantidad y calidad)
Temperatura

Concentracion de nutrientes O,, CO,
pH

Salinidad

Toxicos quimicos

Factores bioticos Patdgenos (bacterias, hongos, virus)
Predacion por zooplancton
Competencia entre especies
Factores operacionales Mezclado

Tasa de dilucién

Profundidad

Adicion de bicarbonato

Frecuencia de cosecha

2.12.- Produccion de biomasa y subproductos generados a partir del cultivo de

microalgas

La biomasa de microalga generada a partir de estos procesos tiene el potencial de ser
empleado para la creacion de diversos productos de alto interés comercial. La Figura 2.1
muestra un diagrama esquematico conceptual para el desarrollo de productos a partir de

cultivos de microalgas.
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Figura 2.1.- Bioprocesos con microalgas para la produccion de productos diversos de
consumo (Chisti, 2007)

Un nUmero creciente de estudios se han

realizado para explorar

las técnicas,

procedimientos y procesos de produccion de grandes cantidades de biomasa de microalgas

para fines productivos (Spolaore et al., 2006), donde los valores reportados de

productividad de microalgas en fotobiorreactores de distinto tipo se muestran en la Tabla

2.13.

Tabla 2.13.- Productividades de biomasa en fotobiorreactores cerrados bajo

condiciones de intemperie (Brennan, 2010)

Especies Tipo de reactor Volumen Productividad | Productividad
(L) BS (g/m?ed) BS (g/Led)

Porphyridium cruentum Tubular 200 - 1.5
Phaeodactylum tricornutum Tubular 200 20 1.2
Phaeodactylum tricornutum Tubular 200 32 1.9
Chlorella sorokiniana Tubular 6 - 1.47
Arthrospira platensis Tubular 11 47.7 2.7
Phaeodactylum tricornutum Tubular Helicoidal 75 - 1.4
Haematococcus pluvialis Tubular Paralelo 25 13 0.05
Haematococcus pluvialis Cilindrico 55 - 0.06
Haematococcus pluvialis Tubular 55 - 0.41
Nannochloropsis sp. Placas planas 440 - 0.27
Haematococcus pluvialis Placas planas 25 10.2 -
Arthrospira Tubular 146 25.4 1.15
Chlorella Placas planas 400 22.8 3.8
Chlorella Placas planas 400 194 3.2
Tetraselmis Cilindrico ca. 1000 38.2 0.42
Chlorococcum Parabola 70 14.9 0.09
Chlorococcum Cupula 130 11.0 0.1

- No especificado, BS: Base seca
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Sin embargo, pocos estudios combinan los beneficios entre la produccion de biomasa
generada por la remocion bioldgica de contaminantes en descargas eutroficas (Aslan y
Kapdan, 2006) y las aplicaciones, en relacion con su uso como biocombustibles, alimento
en acuacultura, biofertilizantes en agricultura o incluso en compuestos quimicos de alto
valor tales como: 4&cidos grasos poliinsaturados, ficobiliproteinas, carotenoides,
aminoacidos tipo micosporina, polisacaridos, ficotoxinas u otras especialidades (Mata et

al., 2010., Wan Loy Chu 2012) ver Tabla 2.14.

Tabla 2.14.- Aplicaciones biotecnolodgicas de productos a partir de microalgas (Wan-

Loy Chu, 2012)

Producto

| Aplicaciones

| Microalgas productoras

Acidos grasos poliinsaturados (PUFA)

Acido eicosapentaenoico

Suplementos nutricionales, alimento para

Pavlova, Nannochloropsis,

(EPA) acuacultura Monodus y Phaeodactylum
Acido docosahexaenoico | Suplementos nutricionales, alimento para Crypthecodiuimu y
(DHA) acuacultura, férmula infantil Schizochytrium

Acido gama-linolenico
(GLA)

Suplementos nutricionales

Spirulina

Acido araquidonico (AA)

Suplementos nutricionales

Porphyridium

Ficobiliproteinas

Ficocianina Colorante natural para alimentos saludables y Spirulina platensis
cosméticos (lapices labiales y delineadores de
0jos) antioxidante

Ficoeritrina Agente fluorescente, herramienta para la Alga roja
investigacion biomédica, herramienta de (e.g.Porphyridium
diagnostico cruentum)

Carotenoides

[-caroteno

Colorante para alimentos, antioxidante,
propiedades preventivas de cancer

Dunaliella salina

Astaxantina

Pigmento para salmén, antioxidante

Haematococcus pluvialis

Aminoacidos tipo
micosporina

UV-deteccion de agentes patdgenos, protector
solar

Aphanizomenon flos-aquae

Polisacaridos

Viscosificantes, lubricantes y floculantes para
aplicaciones industriales, agente antiviral

Porphyridium cruentum

Ficotoxinas

Acido okadaico,
gonyautoxina e
yessotoxinas

Herramientas experimentales para
investigaciones sobre enfermedades
neurodegenerativas

Dinoflagelados
(e.g. Amphidinium,
Prorocentrum y Dinophysis)

Lipidos

Triglicéridos e
hidrocarburos

Biocombustibles

Chlorella protothecoides

Botryococcus braunii
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2.13.- Identificacion y extraccion de sustancias bioactivas a partir de microalgas

cultivadas

La amplia biodiversidad genética de microalgas distribuida por toda la biosfera, con
adaptaciones a todo tipo de condiciones ambientales, ha contribuido a una gran diversidad
de compuestos quimicos que son capaces de sintetizar, esto representa un potencial
unico aplicado para la llamada “biotecnologia azul”. La investigacion en microalgas con
enfoque a la identificacion y potencial produccién de nuevos compuestos bioactivos:
antibacterianos (Ghasemi et al., 2004), antivirales (Borowitzka, 1995) y antifingicos
(Ghannoum y Rice, 1999) con distintos mecanismos de accion que puedan dar lugar
a agentes terapeuticamente Utiles ha ido en aumento (Amaro et al., 2011), ejemplos de

estudios de efectos bioactivos se observan en la Tablas 2.15a 2.17.

Tabla 2.15.- Caracteristicas antibacterianas estudiadas en principios activos obtenidos

a partir de microalgas (Amaro et al., 2011)

Microalga

Principio activo

Microorganismo objetivo

Phaeodactylum tricornutum

Acido eicosapentaenoico

Listonella anguillarum,
Lactococcus garvieae, Vibrio spp.

Haematococcus pluvialis

Acidos grasos de cadena corta

Acidos grasos de cadena

Escherichia coli, Staphylococcus

corta (acido butanoico y lactato de aureus
metilo)
Skeletonema costatum Acidos grasos de cadena larga Vibrio spp.

saturados e insaturados

Euglena viridis

Extractos organicos

Pseudomonas, Aeromonas,
Edwardsiella, Vibrio, E. coli

S. costatum

Extra-metabolitos

Listeria monocytogenes

Staurastrum gracile

Pleurastrum terrestre

Dictyosphaerium
pulchellum

Klebsormidium crenulatum

Extractos metanélicos

Chlorococcum sp.

Extracto acuoso

Chlorococcum HS-101

Acido a-linolénico

Chlorokybus atmophyticus

Extracto de acetona

Chlamydomonas reinhardtii

Chlorella vulgaris

Extractos metandlicos y hexandlico

S. aureus, Staphylococcus
epidermidis, Bacillus subtilis, E.
coli, Salmonella typhi

- No especificado
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Tabla 2.16.- Caracteristicas antivirales estudiadas en principios activos obtenidos a

partir de microalgas (Amaro et al., 2011)

Microalga Principio activo Mecanismo de accion Virus objetivo
Navicula Polisacarido Inhibicion de la hialuronidasa HSV1y 2, virus de
directa Influenza A
Gyrodinium Exopolisacarido p- | La inhibicién (o desaceleracién) del Virus de la
impudicum KGO03 efecto citopatico encefalomiocarditis
Dunaliella Feoforbida a-,B- Inhibicion del efecto citopéatico HSV1
primolecta compuestos
Chlorella Polisacaridos Inhibicion de la replicacion VHSV, ASFV

autotrophica

Ellipsoidon sp.

sulfatados

C. autotrophica: 47.4-67.4 %
Ellipsoidon sp.: >a 44 %

Criptomonas

Aloficocianina

Inhibicion del efecto
citopético, demora la
sintesis del virus de ARN

Enterovirus 71

Cochlodinium
polykrikoide

Polisacaridos sulfat
ados extracelulares

Inhibicion del efecto citopéatico

Virus de la influenza A
y B, VRS Ay B, HSV-1

Tabla 2.17.- Caracteristicas antifungicas estudiadas en principios activos obtenidos a

partir de microalgas (Amaro et al., 2011)

Microalga Principio activo Microorganismo objetivo
Chlamydomonas Extractos metanélicos Candida kefir,
reinhardtii Aspergillus niger,

Chlorella vulgaris

Oocystis sp.

Scenedesmus obliquus

Aspergillus fumigatus

Amphidinium sp.

Karatungiol

A. niger,
Trichomonas foetus

Goniodoma
pseudogoniaulax

Goniodomina A

Gambierdiscus toxicus

Compuestos de poliéter (acido
gambierico Ay B)

Prorocentrum lima

Dinophysis fortii

Compuestos de poliéter

Haematococcus pluvialis

Acido butanoico y lactato de metilo

Candida albicans

Haematococcus pluvialis

A. niger, Aspergillus flavus, Penicillium
herquei, Fusarium moniliforme,
Helminthosporium sp., Alternaria
brassicae, Saccharomyces cerevisiae, C.
albicans

- No especificado
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2.14.- Aplicaciones comerciales de los extractos de microalgas

La comercializacion de microalgas empezé como aditivo de alimenticio en Japon al inicio
de 1960 con un cultivo de Chlorella sp. la cual continu6é durante las décadas de 1970 y
1980, expandiéndose mundialmente, principalmente a Estados Unidos, India, Israel y
Australia ver Tabla 2.18 (Spolaore et al., 2006., Pulz y Scheinbenbogan, 1998.,
Borowitzka, 1999). Para el afio 2004, la industria de microalgas ha llegado a producir hasta

7000 toneladas de materia seca por afio (Pulz y Gross, 2004).

Tabla 2.18- Estado de la produccién comercial de microalgas en 2010 (Brennan y
Owende, 2010)

Microalga Produccion Pais Aplicaciones y *Precio (€) Cantidad
anual Productor productos
Spirulina 3000 toneladas | China, India, Nutricion humana 36 Kg™
peso seco EUA, Nutricién animal
Myanmar, Cosméticos
Japén Ficobiliproteinas 11 mg
Chlorella 2000 toneladas Taiwan, Nutricion humana 36 Kg™
peso seco Alemania, Cosméticos
Japén Acuacultura **5() 50 L™
Dunaliella salina | 1200 toneladas Australia, Nutricién humana 215 -2150 Kg*
peso seco Israel, EUA, Cosméticos
Japon f - caroteno
Aphanizomdnin 500 toneladas EUA Nutricion humana - -
flos-aquae peso seco
Haematococcus 300 toneladas EUA, India, Acuacultura **50 Lt
pluvialis peso seco Israel Astaxantina 7150 Kg*
Crypthecodinium 240 toneladas EUA Aceite DHA 43 g*
cohnii de aceite DHA
Shizochytrium 10 toneladas de EUA Aceite DHA 43 g-
aceite DHA

- No especificado, * Tipo de cambio de venta anual 2013: Peso Mexicano - Euro (MXN-EUR) 16.96$mnx -

1€, ** Uso como alimento vivo en acuacultura
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Capitulo 3
HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1.- Hipdtesis

Mediante un sistema de tratamiento basado en un nuevo fotobiorreactor, es posible reducir
las concentraciones de N y P mejorando la calidad de descarga en efluentes tratados
provenientes de Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales Municipales (PTAR),
utilizando microalgas nativas, de forma sustentable, y obteniendo un producto secundario

aprovechable.

3.2.- Objetivos

3.2.1.- Objetivo general

Desarrollar un sistema de remocién de nutrientes en efluentes eutréficos provenientes de

Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales Municipales (PTAR), del Estado de Nuevo

Ledn, utilizando para esto microalgas nativas cultivadas en un nuevo fotobiorreactor.
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3.2.2.- Objetivos especificos

- Muestrear, preseleccionar y caracterizar microalgas nativas de distintos sistemas

acuaticos lenticos en localidades del Estado de Nuevo Ledn, México.

- Muestrear y analizar agua tratada proveniente de una Planta de Tratamiento de Aguas
Residuales Municipales (PTAR), de la localidad de Nuevo Ledn que cumpla los limites
maximos permisibles en cuanto a contaminantes causantes de eutrofizacion segun la
NOM-001-SEMARNAT-1996.

- Evaluar un nuevo sistema fotobiorreactor de bajo esfuerzo de corte, sin costo
energético, aplicado a la remocion de contaminantes eutréficos y a la produccién de
biomasa de microalga en el post-tratamiento de efluentes de una planta tratadora de

aguas residuales municipales.

— Calcular la cinética de tasa de remociéon porcentual de nutrientes contaminantes
eutroficos y la cinética de tasa de crecimiento expresada en incremento porcentual de
biomasa por dia, durante la operaciéon de un sistema fotobiorreactor condicionado al
post-tratamiento de efluentes residuales de una planta tratadora de agua residual

municipal por cultivo de microalgas.

- Cosechar, cuantificar y evaluar la calidad fisicoquimica de la biomasa generada de
microalga, al final del tratamiento de produccion y remocién de nutrientes asimilados

durante el sistema fotobiorreactor de cultivo.

- Realizar un andlisis de eficiencia del sistema fotobiorreactor por la técnica de analisis

de ciclo de vida del proceso.
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Capitulo 4
MATERIALES Y METODOS

4.1.-Area de trabajo

Para la elaboracion del presente estudio se contd con la infraestructura del Laboratorio de
Investigacion en Ciencias Ambientales (LICA), Laboratorio de Biotecnologia (LB),
Laboratorio de Fotocatalisis y Electroquimica Ambiental (LFEA) y el Laboratorio de
Instrumentacion Analitica (LIA) de la Facultad de Ciencias Quimicas, de la Universidad
Auténoma de Nuevo Ledn (UANL), ademas de la infraestructura proporcionada por la
division de Ciencias Basicas e Ingenieria (CBI), perteneciente a la Universidad Autonoma
Metropolitana (UAM), Unidad Azcapotzalco, México.
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4.2.- Estrategia general del proyecto

A continuacién se indica el planteamiento de la realizacion del proyecto y un diagrama de

flujo como sintesis de las diferentes etapas y su interrelacion (Figura 4.1).

Muestreo de agua
tratada PTAR

Evaluacion preliminar de agua
tratada PTAR con y sin filtracion

Colecta y preparacion de
consorcios de microalgas

Seleccion de consorcios
de microalgas

Preparacion de

montaje experimental

Preparacion de inoculo de
consorcios de microalgas

|

Prueba de recuperacion
de biomasa

!

Propagacion de

N

N

consorcios algales

A A

Evaluacion del proceso de

Medicion de

Andlisis del Ciclo
de Vida (ACV)

Figura 4.1.- Diagrama de flujo del procedimiento experimental general del proyecto

remocion de nutrientes Productividad
J/ \ 4
Caracterizacion de - Andlisis
biomasa de microalga estadisticos
N
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4.3.- Muestreo y caracterizacion de efluentes eutroficos PTAR del Estado de Nuevo

Ledn, México

Se contd con la autorizacion y colaboracion de Servicios de Agua y Drenaje de Monterrey

(SADM) para la adquisicion de efluentes eutroficos de la planta tratadora de aguas

residuales (EE PTAR) “Dulces Nombres”, localizada en el municipio de Pesqueria, Nuevo

Ledn, México. Reportes oficiales demuestran que cumplen con la NOM-001-SEMARNAT-

1996 y cuentan con las caracteristicas fisicoquimicas descritas en la Tabla 4.1. EI muestreo
del EE PTAR se realizd de acuerdo a la NMX-AA-003-1980, llevando a cabo dos

muestreos en distintas fechas para la realizacion de dos pruebas independientes: 1) la

seleccion del material biolégico consorcios microalgales y 2) la evaluacion del tratamiento

en el sistema fotobiorreactor.

Tabla 4.1.- EE PTAR “Dulces Nombres” del Estado de Nuevo Ledn, México

(resultados promedio de afio 2011 a 2012)

Efluentes eutréficos PTAR

Parametros de calidad de agua Valores de disefio Resultados
LMMI * Promedio Mensual Promedio Anual

pH 6-9 - 7.1
DBOs (mg/L) 60 30 15
DQO (mg/L) - - 81
SST (mg/L) 60 30 54
SSV (mg/L) - - 43
SDT (mg/L) - - N.D.
NH3- N (mg/L) 10 2 5.4

N - Organico (mg/L) 10 5 4.4
PO,> (mg/L) - - 5.6
Grasas y Aceites (mg/L) 20 10 5.0
Coliformes Totales (NMP/100mL) 10000 1000 361

- No especificado, N.D. No Determinado, * LMMI Limite maximo para muestras individuales, NMP/100 ml
(NUmero mas probable por 100 mL), SSV Sélidos suspendidos volatiles
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4.4.- Prueba preliminar del efecto de filtracion del EE PTAR en la productividad y

remocion de nutrientes por un consorcio de microalgas

Se llevo a cabo una prueba preliminar consistente en la evaluacion del efecto de una
filtracion previa del EE PTAR (1.5 um) en la productividad de un consorcio de microalgas
comparado con EE PTAR sin filtracion previa y con un control de medio de
enriquecimiento especializado L-C (Lépez-Chuken, 2005). Esta prueba fue disefiada con el
objetivo de establecer la conveniencia de utilizar el agua directamente de la descarga del
efluente eutrdfico o bien, era posible optimizar el tratamiento del agua mediante filtracion
previa (lo cual a gran escala tendria la desventaja de elevar costos de operacion). Para esta
prueba se cultivo el consorcio 110 perteneciente al cepario del LICA durante un periodo de
14 dias (29/Mz0/2013 al 12/Abr/2013) bajo condiciones estaticas e intemperie, llevandose
registro de la temperatura ambiental (alta, promedio y baja) reportada por el Sistema
Integral de Monitoreo Ambiental (SIMA), de la cual se obtuvo un promedio general de 23.9
+ 7.8°C durante el desarrollo experimental (Figura 4.2), la ubicacién del experimento fue
en las coordenadas geograficas: 25°39'31.0"N y 100°11'17.3"W. Los cultivos se realizaron
a un volumen de 650 mL colocados en reactores plasticos de alta transparencia de
capacidad de 1000 mL (3 réplicas) con reconstitucion diaria de volumen con agua
desionizada, de igual manera durante el periodo de evaluacion los reactores plasticos fueron
protegidos de la lluvia a traves del uso de un parasol plastico de alta transparencia. Se
determinaron los valores iniciales y finales de pH (AOAC, 1997, Método 973.41),
nutrientes: Nitratos - NO3~ (Método de reduccion con cadmio cuperizado) y Fosfatos -
PO,> (Método de azul de molibdeno) con un kit de analisis colorimétrico semicuantitativo
Aquarium Pharmaceuticals INC®. Al final del experimento, la productividad fue
cuantificada en términos de rendimiento de peso seco, efectuando la separacion de la
biomasa mediante una filtracion de un volumen de 500 mL en papel Whatman #40 y un
secado de 48h a 70°C.
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Figura 4.2.- Intervalo de temperatura ambiental durante el periodo de prueba

preliminar del efecto de filtracion (tomado de SIMA)

4.5.- Colecta, propagacion y acondicionamiento de consorcios de microalgas nativos

del Estado de Nuevo Ledn, México

Se realizaron muestreos en campo para colectar 22 consorcios de microalgas provenientes
de cuerpos de agua superficiales de zonas urbanas y suburbanas de la subcuenca
hidrologica San Juan, en el Estado de Nuevo Ledn, México. Los muestreos se realizaron en
diferentes meses del afio 2012 y 2013 mediante una colecta directa y almacenaje en tubos
tipo falcon de 50 mL cubiertos con papel aluminio. El transporte y almacenamiento de las
microalgas fue a 4°C en condiciones de obscuridad. Para eliminar material o sélidos
indeseables presentes en las muestras, se realizé una separacion de sélidos sedimentables,
para esto, las muestra se dejaron reposar durante 1 hora en posicion vertical y se colectd
una alicuota de 15 mL de sobrenadante, que fue transferida a otro tubo similar limpio, para
luego adicionar 30 mL de medio de cultivo balanceado L-C. Una vez habiendo semi-
purificado los consorcios de microalgas, se siguieron dos etapas: 1) propagacion con
control de condiciones (luz y fotoperiodo) y 2) acondicionamiento a intemperie con
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condiciones naturales de luz, fotoperiodo y temperatura. La etapa de propagacion se realizo
en circunstancias estacionarias e iluminacion a 4,800 lux con un fotoperiodo de 24:0
Luz:Oscuridad (L:O), con dos agitaciones diarias durante 14 dias, posterior a la
propagacion se llevo a acondicionamiento (segunda etapa) de 30 consorcios de microalgas,
de los cuales 10 (claves 1401 - 1410) pertenecen al cepario del LICA, las condiciones
experimentales fueron estaticas a intemperie en 1 réplica utilizando reactores cerrados
plasticos de alta transparencia con adaptacién para intercambio gaseoso a un volumen de
800 mL de medio L-C, estos se colocaron en el interior de un invernadero hidroponico
construido de material acrilico de alta transparencia, con el fin de mantener conservados los
reactores de la lluvia, asimismo la base del invernadero en la cual se encontraban los
reactores fue cubierta en papel aluminio para el aumento de la reflectancia solar, el periodo
de acondicionamiento fue de 6 dias (25/07/2013 a 31/07/2013) con una temperatura
promedio general de 31.1 £ 7.2°C de acuerdo al reporte de SIMA (Figura 4.3), el area
experimental se situ6 en las coordenadas geogréaficas: 25°43'31.5"N y 100°19'00.7"W.
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Figura 4.3.- Intervalo de temperatura ambiental durante acondicionamiento de

consorcios de microalgas (tomado de SIMA)
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4.6.- Seleccidn de consorcios de microalgas para prueba de recuperacion de nutrientes
(Ny P) de EE PTAR

Posterior a la etapa de acondicionamiento se preseleccionaron 12 consorcios de microalgas
que mostraron signos visibles de crecimiento para una prueba preliminar de recuperacion
de Ny P en EE PTAR. Para esto, se procedio a concentrar la biomasa de los 12 consorcios
preseleccionados eliminando el medio enriquecido L-C (sobrenadante), a través de un doble
lavado con agua desionizada y centrifugado a 5 min/4500 rpm. Sucesivamente se llevo a
cabo un conteo celular directo en camara de Neubauer, con el objetivo de estandarizar la
concentracion de indculo en los 12 consorcios de microalgas a través de un ajuste por
dilucién, obteniendo una concentracién final de 5.3 x 10* células/mL. De la concentracion
previamente ajustada se tomaron 6 mL (por replica) para inocular en reactores plasticos
cerrados de alta transparencia de 500 mL de capacidad, con adaptacion para intercambio
gaseoso, estos fueron montados en la base interior de un invernadero hidropdnico de
laboratorio techado de material acrilico de alta transparencia, con el objeto de proteger los
reactores de la precipitacion pluvial, ademas la base (interior) fue cubierta en papel
aluminio para el aumento de la reflectancia solar. Cada consorcio de microalgas se evaluo
mediante 3 replicas. A los reactores pléasticos se les adiciond un volumen de 300 mL de EE
PTAR, alcanzando una concentracién final de 1.06x10° células/mL. Los tratamientos
(cultivos) se mantuvieron bajo condiciones ambientales naturales (luz solar, fotoperiodo y
temperatura) estaticas con 1 agitacion diaria y reconstitucion de volumen con agua
desionizada por pérdidas de evaporacion durante 12 dias (01/08/2013 a 13/08/2013), donde
la temperatura ambiental promedio registrada por SIMA fue de 30.7 £ 7.4°C (Figura 4.4),
el experimento se situo en las coordenadas geogréaficas: 25°43'31.5"N y 100°19'00.7"W. Se
realizaron mediciones al inicio y al término de los tratamientos de los siguientes
pardmetros: Conductividad Eléctrica — CE (AOAC, 1997, Método 973.40), pH (AOAC,
1997, Método 973.41), NO3-N (Método de reduccién con cadmio cuperizado) y PO4*-P
(Método de azul de molibdeno) con un equipo colorimétrico (Aquarium Pharmaceuticals,
Inc.®) acoplado a un espectrofotémetro genesys 20 Thermo Spectronic®. El analisis de
rendimiento en peso seco (productividad) de la biomasa de microalgas se realizo al finalizar

el tratamiento, previo a este analisis se tomo una alicuota de 3 mL del cultivo en suspension
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para su almacenaje y resiembra. El resto del cultivo fue filtrado (297 mL) en papel
Whatman # 40 y colocado en estufa de conveccion Quincy Lab. Inc. 40GL® por 48h a
70°C. Con los resultados de dicha prueba se decidio la seleccion de los consorcios 1301
(01) y 1312 (12) con mejores resultados basandose en lo criterios de: 1) asimilacion de

nutrientes, 2) conductividad/productividad.
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Figura 4.4.- Intervalo de temperatura ambiental durante seleccion de consorcios de
microalgas (tomado de SIMA)

4.7.- Propagacion de consorcios seleccionados e induccion de formacién de
aglomerados esféricos

Los consorcios microalgales seleccionados (01 y 12) se colocaron en propagacion por
triplicado en un equipo fotobioreactor (patente MX/a/2012/014898), adaptado de un equipo
de prueba de jarras marca Phipps & Bird PB 700® con iluminacién las 24h del dia, a una
intensidad de 4800 lux provenientes de la parte inferior del equipo y agitacion a 100rpm y
utilizando como medio de propagacion EE PTAR a un volumen de 750 mL en reactores

plasticos con capacidad de 1000 mL recubiertos en papel aluminio. Se llevo a cabo un
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recambio de 1/3 (250 mL) del volumen total con EE PTAR cada 8 dias durante un periodo

de 5 meses para mantener a los cultivos activos y en fase de crecimiento.

Con el fin de conocer y poder establecer las condiciones para la separacion de la biomasa al
final de los experimentos (cosecha), se realizd una evaluacion de la velocidad y eficiencia
de recuperacion porcentual de biomasa por gravedad en los consorcios 01 y 12. Dichos
consorcios fueron cultivados en el fotobiorreactor (descrito en la seccion 4.6), cuya
principal caracteristica es promover, sin el uso de aditivos), el crecimiento celular formando
aglomerados esféricos (1 - 4 mm de didmetro). Dichos consorcios fueron comparados con
el consorcio 1410 (control) cultivado bajo condiciones convencionales de cultivo (i.e.
cultivo libre en suspension con crecimiento celular homogéneo). Antes del inicio de dicha
prueba, se determind (por triplicado) los sélidos sedimentables (SS) en cada consorcio,
utilizando conos Imhoff de 1000 mL y siguiendo el método NMX-AA-004-SCFI-2000,
dicho resultado (mL/L) fue considerado como el 100% de la biomasa sedimentable. La
evaluacion de % de cosecha recuperado por sedimentacion y velocidad de cosecha se
realizd utilizando el principio de sedimentacion por gravedad del método NMX-AA-004-
SCFI-2000, modificado para realizar medidas en mL/L equivalentes al porcentaje de

biomasa celular en los tiempos de: 3, 30, 60, 180 y 240 min.

4.8.- Preparacion de inoculo de consorcios microalgales (01 y 12) para la prueba de
tratamiento de un EE PTAR

La biomasa celular de los consorcios (01 y 12) previamente propagados y sometidos a las
pruebas de % y velocidad de recuperacion de biomasa por sedimentacion se colecté en 1
cono de sedimentacion Imhoff con capacidad de 1000 mL. A partir de la medida de
biomasa fresca, se calcul6 indirectamente el % de peso seco (100 — %humedad) (AOAC,
1997, Método 930.15). Para los consorcios (01 y 12) se obtuvieron valores de 1.48% de
peso seco. La preparacion del inoculo a partir de biomasa fresca consistio en pesar por

triplicado para cada consorcio 41 g con equivalencia a 40 mL de SS y 0.607 g de peso seco.
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4.9.- Escalamiento, construccién y caracteristicas generales del sistema de
fotobiorreactores de bajo esfuerzo de corte (patente MX/a/2012/014898)

El equipo de prueba de jarras modificado como fotobiorreactor y descrito en la seccion 4.6
fue utilizado para pruebas preliminares, propagacion y mantenimiento de indculos en
laboratorio. Sin embargo, para las pruebas reales se construyeron una serie de
fotobiorreactores acoplados en un sistema de tratamiento de efluentes eutréficos para ser
utilizados bajo condiciones reales. El sistema consistio en una serie de 6 fotobiorreactores
(patente MX/a/2012/014898) de bajo esfuerzo de corte, construidos de acrilico transparente
en forma de tanque cilindrico con capacidad maxima de 21 litros, dichos tanques en sus
paredes internas fueron acopladas con 4 mamparas de 2 x 2 cm para optimizar las
condiciones de mezcla. Los fotobiorreactores se construyeron con una tapa removible
superior con adaptacion para incluir un sistema de aireacion, agitacion e intercambio de

gases.
Los sistemas complementarios en los fotobiorreactores individuales consistieron en: 1)
sistema de mezclado, 2) sistema de aireacion y 3) sistema de enriquecimiento de aire con

CO;, con verificacion visual de flujo de salida. Estos se describen a continuacion:

1) Sistema de mezclado

El sistema de mezclado de cada fotobiorreactor fue construido a partir de un ventilador de
12Vce Cooler Master® modelo R4-S4S-10AK-GP, un eliminador regulado de 1.5 a 12 Vcc
Steren® modelo ELI-2500, y un eje impulsor (rotor) constituido de una varilla de acrilico
transparente con aspa adaptada a partir de un cincho de plastico. El eje impulsor fue
acoplado a la parte central del ventilador por medio de un roscado macho/hembra
desarmable y colocado en la parte superior de los fotobiorreactores (en la tapa). Ademas el
sistema de agitacion contd con una cubierta superior (parasol) de plastico transparente
semirigido para proteccion de la lluvia y una base constituida de 2 piezas de unicel

colocadas en paralelo de las laterales del ventilador.
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El sistema de agitacion y mezcla una vez ensamblado conté con las siguientes
especificaciones: 6 velocidades regulables 150 a 900 RPM 'y proteccion contra
inclemencias del clima (lluvia, viento del Estado de Nuevo Ledn, México).

2) Sistema de aireacién

Para el sistema de aireacion del sistema de tratamiento se utiliz6 una bomba de aire marca
Petco® modelo AC-9904 con capacidad total de 9.0 L/min, filtro de particulas y 4 salidas de
flujo de aire (1 salida individual se utiliz6 para cada fotobiorreactor sometido a tratamiento
con aireacién). Para la conexion de salida a la bomba de aire se utiliz6 una manguera
flexible de silicdn de 11/36” de diametro interno (d.i), enlazada a un regulador de caudal de
aire para acuarios marca Elite®, consecutivamente la manguera de silicén (11/36” d.i) se
insertd a una valvula antirretorno que asimismo se utilizé como reductor y conector de una
manguera de 1/8” d.i. que fue introducida por la tapa superior del fotobiorreactor. Una vez
al fondo del tanque, dicha manguera fue acoplada a un tubo de acrilico transparente de 1/8”
d.i. con forma de “L” en donde la parte horizontal (inferior) cubria el radio del cilindro y
asimismo acondicionado para contar con 12 perforaciones equidistantes de 5/64” d.i.

empleados para una dispensacién homogénea de aire en el tanque.

3) Sistema de enriquecimiento de aire con CO, con verificacion visual de flujo de

salida

Se emple6é un cilindro de aluminio con capacidad de 9 kg con gas CO, grado 2.9
alimenticio (99.9% de pureza), dispensado a 1 psi por un regulador de presion de gas CO,
UL listed® modelo 857A (rango de presion de salida regulada de 0 a 60 psi), el cual fue
acoplado a un conjunto de mangueras de plastico flexible para gas LP y conexiones con el
propdsito de reducir su diametro interno y evitar la posible pérdida de presién de salida de
gas CO, al ser inyectado de manera regulada y dispensado por el sistema de verificacion
visual (burbujeo) de flujo de salida. El conjunto de mangueras y conexiones fue el
siguiente: una manguera de hule de 1/2” d.i. con adaptacién a una valvula de paso de baja

presion para gas natural o LP IUSA® 1/2”x1/2”, que de forma subsiguiente se ajusté a una
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unién “T” cénica IUSA® 1/2”x1/4”x1/4”, la cual desempefio dos funciones: generar dos
salidas de dispensacion de gas CO, con reduccion de didmetro interno (1/4”), cada extremo
de la manguera (individualmente) se conectd a un sistema de regulacion que consistio en 2
vélvulas antirretorno plésticas Petco® conectadas entre si por una manguera de 11/36” d.i e
interrumpidas por un regulador de caudal de aire (para regulacion de flujo de salida).
Seguidamente a la salida de la segunda valvula antirretorno se conectdé un segmento de
manguera unido a una aguja hipodérmica G-21 Becton Dickinson® de 0.8x40 mm (salida
de inyeccion de gas CO;), que posteriormente se insertd al sistema de verificacion visual
(seccion en la cual se provocaba el burbujeo de agua por la salida del CO;). Este fue
disefiado, a razon de las muy bajas presiones de salida de CO, (<1 psi), que facilmente
podrian ser afectadas por obstrucciones en las mangueras o cambios de presion de salida,
por lo que era necesario verificar visualmente el ingreso del CO; al flujo de aire previo a su
ingreso al fotobiorreactor. El sistema de verificacion visual se ensamblo utilizando el
cuerpo de una jeringa hipodérmica (cerrado herméticamente con un tapén de caucho) de 5
mL Becton Dickinson® enroscado a una segunda aguja G-21 Becton Dickinson® que se
inyectaba a la manguera del sistema de flujo de aireacion. Se debe de sefialar que la parte
visual de la inyeccidn y salida del CO, del sistema de verificacion visual se encontraba en
el cuerpo de la jeringa hipodérmica, seccion que en su interior contenia agua desionizada

que al iniciar el flujo unidireccional de CO, presentaba burbujeo.

4.10.- Disefio del experimento de tratamiento de EE PTAR en el sistema de

fotobiorreactores

El montaje y realizacion de los experimentos se desarrollaron bajo condiciones
meteoroldgicas naturales a la intemperie (i.e. sin control de horas luz, temperatura, lluvia,
humedad relativa del aire y viento), el area experimental se ubicd en las coordenadas
geograficas: 25°39'31.0"N y 100°11'17.3"W. Los 6 fotobiorreactores fueron montados
sobre una mesa (1.22 x 2.44 m) cubierta en papel aluminio para aumentar el albedo de
superficie y hacer mas eficiente la irradiacion solar a los fotobiorreactores. EI componente

mecénico del sistema de tratamiento (sistema de mezcla y aireacion) fue alimentado por
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energia producida en un panel solar Nature Power® modelo 40065 compuesto de: 1) 4
paneles solares amorfos de 18 watts con potencia total maxima de 72 watts y corriente total
maxima de 4.8 Amps, 2) inversor de 400 watts para voltajes de entrada entre 10-15 Vcc y
salida de 110 Vca (voltaje de corriente alterna) y 3) controlador de carga con corriente de
entrada solar maxima de 8 Amps, potencia de entrada solar maxima de 120 watts y voltaje
de 12 V. Asimismo como componente de almacenaje de energia se utiliz6 un acumulador
recargable de 12 V y 1000 Amps marca LTH® modelo L-65-800 con potencia de
almacenaje de 12 kW (kilowatt). El periodo en el cual se realizé el experimento consté de
30 dias (18 de diciembre del 2013 al 17 de enero del 2014), periodo donde se tomo el
reporte oficial del SIMA de los valores de temperatura ambiental (alta, promedio y baja) de
la cual se encontr6 un promedio general de 13.13 + 4.97 °C (Figura 4.5), asimismo se hizo
registro de las horas de luz durante este periodo obteniendo un promedio general de
10:33.74 £ 2.96:00 min (Tabla 4.2) abarcado el horario de encendido (7:00 a 19:00 h) de

los tratamientos 2 y 3 (aireacion, aireacion mas enriquecimiento de CO5).

35 +

°C

—f— Promedio

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (dias)

Figura 4.5.- Intervalo de temperatura ambiental durante el periodo experimental
(tomado de SIMA)
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Tabla 4.2.- Intervalo de horas de luz diarias durante el periodo experimental (tomado

de SIMA)
Dia Salida del Puesta del Horas de luz Dia Salida del Puesta del Horas de luz
experimental sol (h) sol (h) experimental sol (h) sol (h)
0 07:22 17:54 10 h, 32 min 16 07:34 18:05 10 h, 31 min
1 07:23 17:55 10 h, 32 min 17 07:34 18:06 10 h, 32 min
2 07:23 17:55 10 h, 32 min 18 07:34 18:07 10 h, 33 min
3 07:24 17:56 10 h, 32 min 19 07:35 18:07 10 h, 32 min
4 07:24 17:56 10 h, 32 min 20 07:35 18:08 10 h, 33 min
5 07:25 17:57 10 h, 32 min 21 07:35 18:09 10 h, 34 min
6 07:25 17:57 10 h, 32 min 22 07:35 18:10 10 h, 35 min
7* 07:26 17:58 10 h, 32 min 23 07:35 18:10 10 h, 35 min
8* 07:26 17:58 10 h, 32 min 24 07:35 18:11 10 h, 36 min
9* 07:26 17:59 10 h, 33 min 25 07:35 18:12 10 h, 37 min
10 07:27 18:00 10 h, 33 min 26 07:35 18:13 10 h, 38 min
11 07:27 18:00 10 h, 33 min 27 07:35 18:13 10 h, 38 min
12* 07:27 18:01 10 h, 34 min 28 07:35 18:14 10 h, 39 min
13* 07:28 18:02 10 h, 34 min 29 07:35 18:15 10 h, 40 min
14* 07:34 18:04 10 h, 30 min 30 07:35 18:16 10 h, 41 min
15 07:34 18:05 10 h, 31 min Promedio 10 h, 33.74 min + 2.96 min

*Hubo presencia de precipitacion

Una vez montados los fotobiorreactores y habiendo verificado su correcto funcionamiento,
se colocaron 18 L de EE PTAR en cada uno de ellos colectada ese mismo dia (NMX-AA-
003-1980). La fecha de inicio del experimento fue el 18 de diciembre del 2013. EI montaje

experimental del sistema de fotobiorreactores se presenta en la Figura 4.6.

En el sistema de fotobiorreactores, los consorcios de microalgas seleccionados en las
pruebas preliminares (01 y 12) fueron sometidos a 3 tratamientos experimentales, siendo

cada fotobiorreactor una réplica Unica. Estos tratamientos se muestran a continuacion:

- M: Tratamiento Experimental (Mezcla)
Agitacion continua (24 h/dia) a 900 + 25 RPM.

- M+ A: Tratamiento Experimental (Mezcla + aire)

Agitacién continua (24 h/dia) a 900 £ 25 RPM més 12 horas diarias de aireacion a 0.1 de
volumen de aire por volumen de medio por minuto (vvm), durante las horas luz (7:00 a
19:00h).
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- M+ ACO,: Tratamiento Experimental (Mezcla + aire enriguecido con CO5)

Agitacion continua (24 h/dia) a 900 = 25 RPM mas 12 horas diarias de aireacion a 0.1
(vwvm) y enriquecimiento por 10 mL/min de CO; equivalentes a 5.55 x 10 vvm durante las
horas de luz (7:00 a 19:00h).

Asimismo durante el desarrollo de los experimentos de tratamiento de EE PTAR, se
colocaron, en el mismo sitio experimental, 2 controles: 1CEN (con exposicion natural y
2SEN (sin exposicion natural) conteniendo un volumen de 1.2 L de EE PTAR sin algun
tipo de tratamiento previo, bajo condiciones naturales estaticas en botellas plasticas (PET)
transparentes con capacidad de 1.5 L, selladas con una torunda para evitar contaminacion
pero que al mismo tiempo permitia el intercambio gaseoso. El control 1CEN consistio en
una exposicion natural a la luz solar, a diferencia del control 2SEN que fue envuelto con
papel aluminio evitando la incidencia de la luz solar. Estos controles se planearon para
poder observar cambios en la concentracion de N y P en el EE PTAR por la influencia de

las condiciones ambientales y posible crecimiento de microalgas silvestres no inoculadas.
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Figura 4.6.- Caracteristicas generales del sistema de fotobiorreactores (patente Mx/a/2012/014898)
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4.11.- Bitacora de experimentacion durante la evaluacion del proceso de remocion de

nutrientes

La bitacora experimental que engloba las actividades diarias realizadas durante el
desarrollo de la evaluacion del tratamiento de descargas eutroficas en el sistema de
fotobiorreactores se observa en la Tabla 4.3.

Tabla 4.3.- Protocolo de planificacion de actividades diarias durante el desarrollo de

los experimentos de tratamiento de efluentes eutroficos (18/Dic/2013 al 17/Ene/2014)

Hora Actividad

7:00 Encendido de sistema de aireacion, abertura de cilindro de gas CO, para enriquecimiento de aire. Revision
del correcto funcionamiento del sistema de agitacion. Limpieza exterior de los fotobiorreactores

8:00 Chequeo de fugas en sistemas de aireacion y enriquecimiento de CO,. Revision de flujo de salida (mL/min)
en inyeccion de CO, Limpieza de paneles solares y verificacion de carga en baterias

9:00 Apagado de sistema de agitacion y aireacion (25 min) para toma de muestra

9:25 Toma de muestra de agua (50 mL). Encendido de sistema de agitacion y aireacion

10:30 | Andlisis de caracteristicas fisicoguimicas en agua (Tabla 4.5)

19:00 | Apagado de sistema de aireacion y cerrado de cilindro de gas CO,. Revisién del correcto funcionamiento del
sistema de agitacion

20:00 | Revisidn de flujo de salida (mL/min) en sistema de aireacion

4.12.- Parametros fisicoquimicos monitoreados durante la evaluacion del proceso de

remocion de nutrientes en EE PTAR

Para la realizacion de los analisis de concentracion de NT, COT y preparacion de la
muestra requerido en la determinacion de iones metélicos en el EE PTAR, se realizd
primeramente un pretratamiento consistente en la filtracion al vacio de las muestras del EE
PTAR a través de un filtro Millipore® de 0.45 pm utilizando un equipo de filtracién
Millipore® XX1104700 Sterifil®.

El NT en muestras de agua se evalud utilizando un analizador Analytik Jena, Multi C/N
3000®. En la determinacién de NT, los constituyentes que contienen nitrégeno en el agua se
oxidan termocataliticamente a una temperatura mayor a 700°C, generando monoxido de
nitrégeno (NO), el cual es posteriormente detectado cuantitativamente por un detector

electroquimico que produce una sefial proporcional a la cantidad de NO generado.
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El COT, se cuantifico utilizando un analizador de carbono organico total marca Shimadzu
modelo TOC-V CSH®, fundamentado en una oxidacién catalitica a 650°C, en la cual como
producto de combustion se genera agua que se vaporiza y se elimina mediante una posterior
condensacion. Esta combustion ademéas ocasiona carbono (organico e inorganico) que se
oxida a CO; y es transportado a través de una corriente de aire y es cuantificado mediante
un detector de infrarrojos no dispersivo (NDIR) obteniendo la concentracion de carbono
total (CT). Para la determinacion del carbono inorganico (Cl), que contempla basicamente
diéxido de carbono disuelto, carbonatos y bicarbonatos, se obtiene mediante la
acidificacion de la muestra con acido clorhidrico, proceso en el que se produce CO,, el cual
es analizado por el NDIR. La concentracién de COT queda establecida por la diferencia del
CT - CI. Previo al andlisis se estandarizd el equipo para la determinacion de CT con
biftalato de potasio como referencia (CgsHsKO,4) y carbonato de calcio (CaCO3) para la

determinacion de CI.

Para la cuantificacion de los iones metalicos: sodio (Na), potasio (K), magnesio (Mg),
hierro (Fe) y calcio (Ca), cobre (Cu) y aluminio (Al), se efectudé un tratamiento de muestra
previo consistente en la toma de 10 mL de muestra de EE PRTR con adicion de 5 mL de
HNO3, colocandose posteriormente en un horno de microondas CEM-MARS 5%, utilizando
un programa establecido a 180 psi/190°C durante un lapso de 25 min. Seguidamente se
colecto la muestra digerida y se diluyo con agua desionizada a un volumen de 25 mL. Las
muestras preparadas se conservaron en refrigeracion (4°C) para su posterior analisis en un
equipo de espectroscopia de absorcion atomica (EAA) de flama Thermo Elemental
SOLAAR M6® con flama de aire-acetileno, 6xido nitroso-Acetileno y correccion de fondo
con lampara de deuterio. Los parametros que fueron utilizados para la cuantificacion de
metales en las muestras de EE PTAR (dia 0 y 30 experimental) se presentan en la Tabla
4.4, Para la determinacién de cada metal se realizé una curva de calibracion, preparada a
partir del estdndar (material de referencia certificado) con concentracion de 1,000 mg/L JT

Baker ®,
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Tabla. 4.4- Parametros para la determinacion de metales por espectroscopia de

absorcion atomica (EAA) de flama

Metal Longitud de onda (nm) Rango de trabajo éptimo Ancho de ranura (nm)
(ug/L)
Na 589.0 0.002-1.0 0.2
K 766.5 0.03-2.0 1.0
Ca 422.7 0.01-3 0.5
Mg 285.2 0.003 -1 0.5
Fe 248.3 0.06 - 15 0.2
Cu 324.7 0.03-10 0.5
Al 309.3 0.03 - 250 0.5

Los analisis fisicoquimicos de la composicion del EE PTAR inicial sin inocular (dia 0

experimental) y frecuencia de andlisis para los tratamientos (M, M+A y M+ACO) con los

consorcios (01 y 12) evaluados se observan en la Tabla 4.5.

Tabla 4.5.- Parametros fisicoquimicos analizados en el EE PTAR durante el

tratamiento remocion de nutrientes eutroficos y frecuencia de analisis

Parametro utilizado Meétodo utilizado Frecuencia | Dia experimental

pH AOAC, 1997, Método 973.41 Diario 0,2al 30

Conductividad Eléctrica (CE) | AOAC, 1997, Método 973.40 Diario 0,2al 30

Oxigeno Disuelto (OD) NMX-AA-012-SCFI-2001 Diario 0,2al 30

NO, -N* Método de diazotizacion Intermitente 0,2,4,6,8,10,12,

NO;-N* Meétodo de reduccion con cadmio 14, 16, 18, 20, 22,
cuperizado 24,26, 28, 30

NH, -N* Meétodo de salicilato

PO,>-P* Método de azul de molibdeno

Nitrégeno Total (NT) ISO/TR 11905-2:1997 Intermitente 0,10,20,26,30

Nitrédgeno Inorganico Disuelto
(NID)

Determinacién indirecta: se calcula como la
suma de las formas disueltas de: NO,™-N,
NO;-N, NH,*

Intermitente

0,2,4,6,8,10,12,
14, 16, 18, 20, 22,
24, 26, 28, 30

Nitrogeno Organico (N-Org)

Determinacion indirecta: se calcula a partir
de la diferencia entre NT y NID

Intermitente

0,10,20,26,30

Carbono Organico Total
(CcoT)

Oxidacion catalitica por combustién
(680°C) con detector de infrarrojos no
dispersivo (NDIR)

Intermitente

0, 6,12,18,24,30

Preparacion de muestra para Digestion asistida por calentamiento con Inicial y final 0,30
analisis de iones metalicos radiacion de microondas
lones metalicos: Na, K, Mg, Absorcion atomica (EAA) de flama Inicial y final 0,30

Fe, Ca, Cu, Al

* Realizado con un equipo colorimétrico (Aquarium Pharmaceuticals, Inc.®) acoplado a un espectrofotdmetro genesys 20

Thermo Spectronic®
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Las mediciones realizadas en los controles (1SEN y 2CEN) incluyeron los siguientes
parametros: pH, CE, OD, NO,-N, NO3™-N, NH;*-N, NID, PO,>-P, NT, N-Org, COT en
muestras tomadas a 10, 20 y 30 dias del experimento y se analizaron los metales: Na, K,
Mg, Fe, Ca, Al y Cu al termino del experimento (dia 30) con los métodos anteriormente

citados.

4.13.- Productividad de biomasa de los consorcios microalgales 01 y 12 durante el
tratamiento del EE PTAR

Se realizaron cuantificaciones del rendimiento de los consorcios de microalgas 01 y 12 en
peso seco generadas tras 10, 20 y 30 dias de ser inoculados e iniciar la evaluacion de
remocion de nutrientes en los distintos tratamientos (M, M+A y M+ACO,). El
procedimiento constd en un muestreo aleatorio simple y filtracion de un volumen de 180
mL, para posteriormente colocar el elemento filtrante (papel Whatman #40 previamente
Ilevado a peso constante 48 h a 70°C) y las células retenidas a un secado en estufa de
conveccién Quincy Lab. Inc. 40GL® por 48 h a 70°C. Para la cosecha al final del
experimento (dia 30), ademas se realizo la determinacién de Soélidos Sedimentables - SS
(NMX-AA-004-SCFI-2000). Para asegurar cosechar la totalidad de la biomasa (incluyendo
la biomasa remanente en suspension) al final de los experimentos se utilizé un equipo de
filtracion consistente en un embudo Bilichner y un matraz kitasato con capacidad de 500 mL
conectado a una bomba de vacio (General Electric 5KH33DN16JK®), empleando como
material filtrante manta cielo plegada. A la biomasa fresca colectada se le efectué un
tratamiento de secado (48 h / 70°C) en estufa de conveccién Quincy Lab. Inc. 40GL®
obtenido el peso seco total en gramos. Asimismo, a partir de la cantidad de biomasa seca
total cosechada (g de biomasa en base seca) se realizaron los calculos de: g/L de biomasa
seca, % de generacion de biomasa con respecto a la concentracion inicial de inoculo de
microalgas y determinacion de productividad g/Led (calculado a partir de 30 dias de

experimentacion).
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4.14.- Caracterizacion fisicoquimica de biomasa de microalgas

La biomasa cosechada y deshidratada de los consorcios (01 y 12) tras los diferentes
tratamientos (M, M+A y M+ACO,) fue caracterizada realizando los siguientes analisis:
Humedad (AOAC, 1997, Método 930.15), Nitrogeno Total Kjeldahl (AOAC, 1997, Método
984.13), Cenizas (AOAC, 1997, Método 942.05), Lipidos (Extracto etéreo) (NOM-086-
SSA1-1994) y Fésforo Total (AOAC, 1997, Método 965.17).

4.15.- Analisis del ciclo de vida del proceso (ACV) en el sistema de fotobiorreactores

Con el fin de demostrar la sustentabilidad del proyecto, se realizé un analisis de masa,
energia y valor economico en el ACV del proceso del sistema fotobiorreactor para el
cultivo de microalgas, utilizando el método propuesto por Raynolds et al. (2000). Este
método estd basado en la norma ISO (International Organization for Standardization)
14040, que determina cuatro fases o etapas basicas para los estudios de ACV: definicion
del objetivo y alcance, andlisis de inventario, evaluacion de impacto y la interpretacion de
resultados como se ilustra Figura 4.7. Hay que recordar que durante la parte méas importante
del presente proyecto, esto es, en la parte operativa del sistema de fotobiorreactores
utilizado en el proceso de tratamiento del efluente eutréfico, no hubo: 1) uso de reactivos
guimicos, 2) consumo energético de toma de corriente y, 3) generacion de residuos
peligrosos. Debido a esto, aunque resulta evidente la sustentabilidad del sistema, el ACV

fue realizado a manera de validar la sustentabilidad del proceso.
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Figura 4.7.- Fases de un Analisis de Ciclo de Vida (ISO 1997)

o

4.16.- Analisis estadisticos

Los resultados de la composicién fisicoquimica y productividad se calcularon para cada
replicado (i.e. fotobiorreactor) efectudndose un andlisis de varianza de una sola via
(ANOVA). En los casos que se presentaron diferencias significativas, se llevd a cabo una
comparacion multiple de medias por el método de Tukey (o= 0.05), utilizando el programa
estadistico SPSS (version 11.0 para Windows, SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA).

4.17.- Disposicion de residuos

Los residuos generados durante la realizacion del proyecto de investigacion se dispusieron
y clasificaron de acuerdo a las caracteristicas de los mismos y a los reglamentos
establecidos por la Facultad de Ciencias Quimicas, UANL, por medio de los contenedores
proporcionados por el departamento de Medio Ambiente y Seguridad, mismo que se
aseguro de llevar a cabo las labores pertinentes de almacenaje previo a la disposicion final
de los residuos: Colector A: residuos acidos, Colector P: plastico, Colector V: vidrio,
Cubeta verde: basura industrial (papel filtro, guantes).
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Capitulo 5
RESULTADOS

5.1.- Colecta, propagacion y acondicionamiento de consorcios de microalgas nativos

del Estado de Nuevo Ledn, México

La Figura 5.1 indica la subcuenca hidrologia que abarca los 22 sitios de muestreo
efectuados en aguas superficiales del centro del Estado de Nuevo Leodn. La Tabla 5.1
muestra la totalidad de 32 consorcios de microalgales, asi como 12 consorcios
preseleccionados a partir de la propagacion y acondicionamiento para la prueba de
recuperacion de nutrientes eutroficos (N y P) y seleccion de consorcios de microalgas.

© Daniel Dalet / d-maps.com

Figura 5.1.- Ubicacion de muestreo (
subcuenca hidrolégica San Juan, Estado | LW
de Nuevo Leon, México
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Tabla 5.1.- Consorcios microalgales nativos del Estado de Nuevo Ledn, México

utilizados en el presente proyecto

Consorcios microalg

ales

Clave Lugar de colecta / Municipios Clave Lugar de colecta / Municipios
1301** Arroyo los Tinajas (Guadalupe) 1313 Rio Salinas (Ciénega de Flores)

1302 Rio Pesqueria (Apodaca) 1314*** Rio la Silla (Guadalupe)

1303*** Rio la Silla (Monterrey) 1315* Rio la Silla (Guadalupe)

1304** Manantial el Mezquital (Apodaca) 1316** Agua de charco. Col San Miguel (Apodaca)

1305 Rio la Estanzuela (Monterrey) 1317 Agua de charco. Cd. Universitaria (San Nicolas de los
1306* Rio la Silla. Parque la “Pastora” (Monterrey) Garza)

1307%** Rio Nacataz (Garcia) 1318 Lago de pesca. Parque “Nifios Héroes” (Monterrey)
1308 Quintas las Sabinas (Juarez) 1319* Rio la Silla en “Parque Tolteca” (Guadalupe)

1309* Rio la Silla (Monterrey) 1320* Rio la Silla. Puente San Antonio (Guadalupe)
1310%** Rio la Silla (Monterrey) 1321 Canal de desague Rio la Silla (Guadalupe)

1311* Rio Nacataz (Garcia) 1322 Rio la Silla (Guadalupe)

1312** Rio Santa Catarina (Santa Catarina) 1401 - 1410. Cepario LICA FCQ/UANL.(1402, 1403,1406,1407)**

* Muestreo a diferentes alturas. ** Consorcios seleccionados para prueba de recuperacién de nutrientes. ***
Muestreo a diferentes alturas

5.2.- Prueba preliminar del efecto de filtracion del EE PTAR en la productividad y

remocion de nutrientes por un consorcio de microalgas

La concentracion de NO,” y NH," en el EE PTAR previo y después de 14 dias (30-03-2013
al 12-04-2013) de tratamiento bajo condiciones naturales estaticas a base del consorcio

microalgal 110, se encontraron en ambos casos bajo del limite de deteccion (DLD) < 0.001

mg/L. Las concentraciones iniciales en el EE PTAR (100 mg/L de NO3"y 2 mg/L de PO,*

), fueron removidas en un = 90% y =~ 100% para NO5"y PO,%, respectivamente al final de

la prueba. El pH present6 un aumento ~ 1.3 unidades con respecto al valor inicial (7.1). La

productividad obtenida tras los tratamientos se encontr6 en el orden de 0.40 g/L con una

mayor productividad en relacion a 0.24 g/L cosechado de un medio enriquecido

especializado (medio L-C) cultivado bajo las mismas condiciones (Tabla 5.2).
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Tabla 5.2.- Resultados de evaluacion preliminar (remocion y productividad) por el

consorcio microalgal 110

Concentracion efluente PTAR

Parametro Inicial Final

Sin Filtrar Filtrado (1.5um) Sin Filtrar Filtrado (1.5um)
NO; (mg/L)* 100+ 0.0 100+ 0.0 10+0.0 10+0.0
PO, (mg/L)* 2+0.0 2+0.0 DLD DLD
pH 71+0.1 71+0.1 8.3+0.1 85+0.1
% Remocion EE PTAR Sin filtrar EE PTAR Filtrado 1.5um
NO;™ (%) ~ 90 ~ 90
PO,” (%) ~ 100 ~ 100
Productividad Sin filtrar Filtrado Control
final (g/L) 0.41+0.03 0.40+0.01 0.24+0.02

*Analisis semicuantitativo (kit colorimétrico Aquarium Pharmaceuticals Inc®), DLD= Debajo de limite de
deteccion. PO,* (< 0.001 mg/L), NO3 (< 0.01 mg/L). Promedio (n= 3) % Error Estandar (EE).

5.3.- pH, CE y productividad en experimento de seleccion de consorcios de microalgas

para prueba de recuperacion de nutrientes (N y P) de EE PTAR

El intervalo de valores pH en el EE PTAR tratado con microalgas (TM) tras la cosecha en
el experimento de seleccion de consorcios de microalgas fue de 7.06 a 8.12, siendo el valor
inicial de pH de 7.42. Se observa que en todos los casos el pH tuvo incrementos con
excepcién del consorcio 1312, cuyo pH disminuy6 a 7.06 (Figura 5.2). La CE en el EE
PTAR se encontrd con una concentracion inicial de 159.31 mS/m con un rango de valores
de 136.87 - 157.64 mS/m en el EE PTAR TM, significando reducciones del 1.05 a 14.09%,
destacando 2 cultivos (1301 y 1312) con un decremento de 7.28 y 14.09% respectivamente
(Figura 5.3). La productividad final del experimento (biomasa de microalgas), expresada en
base seca (BS) resulto en el orden de 9.89 a 165.61 mg/L (Figura 5.4). La produccidn final
de biomasa presentd un alto coeficiente de correlacion de Pearson (r = -0.91) con la
conductividad eléctrica (Figura 5.5), donde los consorcios 1301 y 1312 mostraron los
mayores decrementos de CE y las productividades mas altas con 74.22 y 165.61 mg/L,

correspondientemente.
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Figura 5.2.- pH inicial y al término de tratamiento en el EE PTAR TM en experimento

de seleccion de consorcios de microalgas. Promedio (n=9) £ EE. ANOVA 1 Via.

Letras diferentes indican diferencia significativa (Tukey, a= 0.05)
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Figura 5.3.- CE inicial y al término de tratamiento en el EE PTAR TM en experimento

de seleccion de consorcios de microalgas. Promedio (n=9) + EE. ANOVA 1 Via.

Letras diferentes indican diferencia significativa (Tukey, a= 0.05)
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Figura 5.4.- Productividad BS (mg/L) obtenida de consorcios microalgales al término
del experimento de seleccion de consorcios de microalgas. Promedio (n= 3) + EE.

ANOVA 1 Via. Letras diferentes indican diferencia significativa (Tukey, o= 0.05)

180
o 1312
_ 150
£ 120 r=-0.91
=
_g
2 1301
E
£ .
3 %8
0 * ¢ nicial
135 140 145 150 155 160 165

Conductividad Eléctrica (mS/m)
Figura 5.5.- Resultados de correlacién (r) de productividad (BS) y CE al término del

experimento de seleccion de consorcios de microalgas. Prueba t de student, *P < 0.05
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5.4.- Remocién de nutrientes (NO3-N y PO,*-P) en experimento de seleccién de
consorcios de microalgas para prueba de recuperacion de nutrientes (N y P) de EE
PTAR

Las concentraciones inicial EE PTAR fueron de 1.64 mg/L de PO,*-P y 55.38 mg/L de
NO3™-N, logrando tasas de remocién de 60.37 a 79.27% para P y de 74.34 a 91.08% para N
correspondientemente, mejorando notablemente la calidad del agua tratada con
concentraciones residuales de 0.34 a 0.65 mg/L de P y 4.94 a 14.21 mg/L de N al término
de 12 dias de tratamiento (Figura 5.6 y 5.7) ubicandose dentro los Limites Maximos
Permisibles que indica la directiva 91/271/CEE (< 1, 2 mg/L P y < 15, 10 mg/L N).

Basado en la presente prueba de seleccion de consorcios y tomando en cuenta como
criterios principales a: 1) remocion de nutrientes y 2) CE/productividad, se eligieron a los
consorcios 1301 (01) y 1312 (12), por presentar porcentajes de remocion para NO3-N de
91.08 al 84.99% y PO,>-P de 79.27% al 78.97%. De igual forma los consorcios 01 y 12
mostraron los mayores decrementos de CE y las productividades mas altas.

1.8

A
16 1 [F
1.4
1.2
=
B 1.0
=
0.8
B B
0.6 BCD BC BCD CD BCc BCD
BCD cD
0.4 D
0.2 [I
0.0 L

Inicial 1301 1303 1304 1307 1310 1312 1314 1316 1402 1403 1406 1407

EE PTARTM
Figura 5.6.- Concentracién inicial y final de PO,*-P (mg/L) en EE PTAR TM.

Promedio (n=6-9) £ EE. ANOVA 1 Via. Letras diferentes indican diferencia
significativa (Tukey, a= 0.05)
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Figura 5.7.- Concentracion inicial y final de NO3-N (mg/L) en EE PTAR TM
Promedio (n=6-9) tEE. ANOVA 1 Via. Letras diferentes indican diferencia
significativa (Tukey, a= 0.05)

5.5.- Propagacion de consorcios seleccionados e

aglomerados esféricos

B C

1403 1406 1407

induccion de formacion de

Bajo las condiciones de cultivo (fotobiorreactor escala laboratorio 1 L) en los consorcios 01

y 12 se logrd inducir la formacion de microesferas (= 3 - 5 mm), las cuales produjeron una

casi inmediata clarificacion del EE PTAR en aproximadamente 2 min, logrando una

cosecha del 100% de biomasa producida. Asimismo el cultivo control (cultivado bajo las

mismas condiciones de temperatura y luz, pero con la diferencia de ser un cultivo estatico),

obtuvo una cosecha de alrededor del 90% sin alcanzar una clarificacion total, posterior a un
lapso de 240 min (Tabla 5.3).

Tabla 5.3.- Cinética de recuperacion de biomasa por sedimentacion (NMX-AA-004-1977)

Consorcio microalgal

Tiempo de recuperacion (min)

% de recuperacion

01 =2 100
12 =2 100

3 75

30 81

Control 60 81
180 89

240 91

55



5.6.- Cinética de pH, CE, OD durante la evaluacion de tratamiento de EE PTAR en el
sistema de fotobiorreactores

La variacion de pH durante el experimento de tratamiento de EE PTAR indico una relativa
estabilidad entre los tratamientos M, M+A y M+ACO, durante los primeros 11 dias de
evaluacion con valores de 8.58 a 8.89 de pH (Figura 5.8), no obstante se obtuvieron valores
de 10.85 a 11.29 de pH al dia 30 para los tratamientos M y M+A, asimismo, el tratamiento
M+ACO; a base de enriquecimiento de CO, para los consorcios 01 y 12 obtuvo valores de
pH = 8 al término de la evaluacion (dia 30). De igual manera los controles (1SEN y 2CEN)
indicaron incrementos significativos de pH con respecto al valor inicial (7.23), obteniendo
concentraciones al dia 30 de 8.39 y 10.82 de pH para el control 1SEN y 2CEN

respectivamente (Tabla 5.4).

—— 01M
—= 01M+A
—— 01 M+ACO,
—— 12M
—— 12M+A
—=— 12M+ACO,

Tiempo (dias)

Figura 5.8.- Cinética de valores de pH en EE PTAR durante tratamiento por
consorcios microalgales 01 y 12. Promedio (n=2) + EE

La CE del EE PTAR present6 un valor inicial de 133.30 mS/m y en general se mantuvo
relativamente estable durante los primeros 12 dias del proceso de remocion de nutrientes,
resultando con un intervalo entre 125.05 a 131.05 mS/m para los consorcios 01 y 12, sin
embargo, se observaron tendencias de decremento a partir del dia 13 para el consorcio 1301

con el tratamiento M y consecutivamente en los tratamientos M+A y M+ACO, al dia 17.
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Asimismo, el consorcio 12 en sus respectivos tratamientos mostré decrementos
considerables posteriores a los 20 dias de tratamiento (Figura 5.9). La CE registrada en el
control 1SEN no presentd cambios representativos durante el periodo experimental; sin
embargo, se obtuvo un decremento por parte del control 2CEN al término de la etapa

experimental (Tabla 5.4).

01M
01 M+A
01 M+ACO,

mS/m

110
12M

12 M+A
12 M+ACO,

105

100 +

95 A

90

Tiempo (dias)

Figura 5.9.- Cinética de valores de CE (mS/m) en EE PTAR durante tratamiento por
consorcios microalgales 01 y 12. Promedio (n=2) + EE

La cinética de concentracion de oxigeno disuelto (OD) en el EE PTAR durante el periodo
experimental mostré un aumento considerable en referencia al valor inicial de 5 mg/L para
los diferentes consorcios microalgales (01 y 12) posterior a 8 dias de iniciar el tratamiento,
consecuentemente mostro una relativa estabilidad durante el resto del tratamiento con
similitud de comportamiento en todos los tratamientos aplicados a los consorcios
microalgales (Figura 5.10). De igual modo los controles 1SEN y 2CEN mostraron
aumentos en los valores de OD con concentraciones finales de 10.01 y 10.72 mg/L de OD

respectivamente (Tabla 5.4).
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Figura 5.10.- Cinética de valores de OD (mg/L) en EE PTAR durante tratamiento por

consorcios microalgales 01 y 12. Valores puntuales, n= 1 por dia

Tabla 5.4.- Concentraciones de pH, CE y OD en controles 1SEN y 2CEN durante
evaluacion de tratamientos de EE PTAR

Muestra Dia pH CE (mS/m) OD (mg/L)*
EE PTAR 0 7.23+0.01 133.30 £ 0.20 5.30
10 8.46 + 0.03 133.25 £ 0.0.7 8.57
1SEN 20 8.37£0.03 135.80 + 0.28 10.36
Control 30 8.39 £ 0.00 132.25 £ 0.35 10.01
10 8.30 £ 0.00 133.10 £ 0.14 8.39
2CEN 20 8.63£0.02 135.20 £ 0.14 10.33
30 10.82 + 0.00 108.80 + 0.00 10.72

Promedio (n=2) £ EE. * Valores puntuales, n=1 por dia

5.7.- Cinética de remocion de solubles inorganicos N-NO,", N-NO3’, N-NH," durante

la evaluacion del tratamiento en EE PTAR con el sistema de fotobiorreactores

Se presento un incremento de NO,-N en el EE PTAR TM con los consorcios 01 y 12, a

partir de una concentracion inicial de 0.03 mg/L en el EE PTAR. Los aumentos maximos

alcanzados en distintos dias por los consorcios y sus diferentes tratamientos se encontraron

entre 0.13 a 0.23 mg/L, equivalentes a un aumento porcentual (en relacién a la

concentracion inicial) de 433.33 a 766.66%, respectivamente. Asimismo, tras haber
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alcanzado este aumento, se presentd un descenso de NO,-N obteniendo concentraciones
menores a 0.01 mg (< 33.33% de la concentracion original), con excepcion de los
tratamientos M y M+A del consorcio 12 que tras 30 dias de tratamiento alcanzaron
concentraciones de 0.13 y 0.16 mg/L (433.33 y 533.33%, respectivamente) (Figura 5.11).
La concentracién de NO,™-N en el control 1SEN y 2CEN no presentd aumentos a 20 dias
del periodo experimental, sin embargo al dia 30 presentaron aumentos de 0.42 y 0.10 mg/L
(1400.00% y 333.33%) correspondientemente (Figura 5.14).

— 01M
—=— 01 M+A
= 01 M+ACO,

mg/L

0.10
— 12M

—— 12M+A
—=— 12 M+ACO,

0.05

0.00

Tiempo (dias)

Figura 5.11.- Cinética de concentracion de NO,-N en EE PTAR durante tratamiento

de remocidn por consorcios microalgales 01y 12. Promedio (n=2) + EE.

El aumento de NO,'-N fue asociado con una disminucion de nitrato NO3™-N en el EE
PTAR TM, presentando una concentracion inicial de 13.40 mg/L de NO3z-N vy
manteniéndose relativamente estable a 16 y 22 dias de tratamiento por los consorcios
microalgales 01 y 12. El consorcio 01 bajo el tratamiento M+ACO, mostré una rapida
eficiencia de remocion, al presentar una concentracion de 1.02 mg/L de NO3™-N a 20 dias
de tratamiento la cual corresponde a una reduccion del 92.39%. A 30 dias de tratamiento se
obtuvo una remocion de NO3™-N entre 76.96 y 98.55% (Figura 5.12). EIl control 1SEN
mostrd una concentracion al final del periodo de 11.96 mg/L de NO3™-N con una reduccion
equivalente de 10.75% contrastando con el control 2CEN que llevo una reduccion de
40.50% y concentracion final de 7.97 mg/L de NO3™-N (Figura 5.14).
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Figura 5.12.- Cinética de concentracion de NO3-N en EE PTAR durante tratamiento

de remocion por consorcios microalgales 01y 12. Promedio (n=2) = EE

El NH4"-N, en el EE PTAR se presentd en una concentracion inicial de 0.23 mg/L. A lo
largo del tratamiento en el sistema de fotobiorreactores en presencia de los consorcios
microalgales 01 y 12, se lograron observar tres tendencias, tanto aumento, estabilizacion,
como disminucion de la concentracion de nitrogeno amoniacal (NH;*-N). La mayor
disminucion se logré en el tratamiento M, seguidos por los tratamientos M+ACO, y M+A
en ambos consorcios. Las tasas de eliminacion al dia 30 de tratamiento con respecto al
valor inicial se encontraron en el intervalo de 73.91 a 91.30% equivalentes a una
concentracion residual en el EE PTAR TM de 0.02 y 0.06 mg/L de NH,*-N (Figura 5.13).
Los controles 1SEN y 2CEN mostraron similitud con respecto a los cambios en la
concentracion de NH4*-N en los tratamientos a base de los consorcios microalgales,
ademas de obtener reducciones de 65.21 y 82.60% correspondientes a las concentraciones
de 0.08 y 0.04 mg/L de NH,"-N para el control 1SEN y 2CEN respectivamente tras 30 dias
de experimentacion a intemperie (Figura 5.14).
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Figura 5.13.- Cinética de concentracion de NH;*-N en EE PTAR durante tratamiento

de remocién por consorcios microalgales 01 y 12. Promedio (n=2) + EE

16.00
13.00
10.00
7.00
0.50 i 1SENNO,-N
Lo —=- 2CENNO,-N
godo . ISENNO,N
0.35 -
030 . —— 2CENNO;-N
0.25 - —s— 1SEN NH,-N
0.20 —e 2CENNH,-N
0.15 -
0.10 -
0.05 -
& =
0.00
] 10 20 30
Tiempo (dias)

Figura 5.14.- Cinética de concentracion de NO,-N, NO3™-N, NH;*-N en controles
1SEN y 2CEN durante periodo experimental. Promedio (n=2) + EE
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5.8.- Cinética de remocion de NT durante evaluacion de tratamiento de EE PTAR en
el sistema de fotobiorreactores

La concentracion inicial de NT en el EE PTAR fue de 17.33 mg/L. Posterior a 10 dias de
tratamiento en el sistema de fotobiorreactores utilizando los consorcios 01 y 12 se
encontraron concentraciones de 13.78 y 14.86 mg/L de NT equivalentes a reducciones
porcentuales de 20.48 y 14.25%, consecuentemente, a los 20 dias de la evaluacion se
observo una marcada disminucion de NT por parte de los tratamientos aplicados en el
consorcio 01 a diferencia del consorcio 12. La medicion realizada a 26 dias indica el efecto
de la actividad de asimilacién de nutrientes por parte del consorcio 12. Consecutivamente al
término de la evaluacion se observaron incrementos de NT en los 3 tratamientos aplicados
con el consorcio 01 (Figura 5.15). Las tasa de eliminacion del NT a 30 dias de evaluacion
para el consorcio 12 se mantuvieron con tendencias al decremento de la concentracion de
nitrégeno total con porcentajes de remocion totales de 64.40, 67.74 y 75.53% para los
tratamientos M, M+A y M+ACO,, respectivamente. Asimismo se observaron menores
porcentajes de eliminacion del NT para los tratamientos M, M+A y M+ACO;, aplicados en
el consorcio 01 el cual a 26 dias de haberse aplicado alcanzaron porcentajes de asimilacion
de 67.46, 82.80 y 79.00% concerniente a los tratamientos M, M+A y M+ACO, (Tabla 5.5).
El control 1SEN presento estabilidad durante el periodo experimental (30 dias) finalizando
con una concentracion de 16.88 mg/L de NT equivalente a una reduccion de 2.60%, de
igual forma el control 2CEN, mantuvo estabilidad durante los 20 primeros dias del periodo
experimental, sin embargo al final alcanz6 una concentracién de 10.96 mg/L de NT,
indicando un valor de remocion de 36.76% (Figura 5.16 y Tabla 5.5).
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Figura 5.15.- Cinética de concentracion de NT en EE PTAR durante tratamiento de

remocidn por consorcios microalgales 01 y 12. Promedio (n=3) £ EE

Tabla 5.5.- Concentracion de NT durante el tratamiento con los consorcios 01y 12.

Porcentajes de remocion por tratamiento

Muestra Nitrégeno Total (NT)
EE PTAR 17.33 £ 0.48 mg/L
Consorcio Tratamiento M Tratamiento M+A Tratamiento M+ACO,
microalgal | Dia mg/L %remocion mg/L %remocion mg/L %remocion
NT
10 1451 +0.21 16.27 14.23 +0.09 17.89 13.96 +0.16 19.45
01 20 7.84+0.19 54.76 8.65 + 0.06 50.09 3.62 £ 0.07 79.11
26 5.64 + 0.06 67.46 2.98 +0.05 82.80 3.64 +0.05 79.00
30 8.22 +0.07 52.57 6.20 +0.13 64.22 8.17 +0.05 52.86
10 13.78 £0.20 20.48 14.74 £ 0.03 14.95 14.86 £ 0.24 14.25
12 20 13.50 +0.23 22.10 14.56 +0.17 15.98 15.17+0.21 12.46
26 7.18+0.11 58.57 12.61+0.12 271.24 6.64 £ 0.03 61.68
30 6.17 +0.13 64.40 5.59 + 0.02 67.74 4.24 +0.03 75.53
Control 1SEN Control 2 CEN
Dia mg/L %oremocion NT Dia mg/L %remocion NT
10 16.81 +0.10 3.00 10 16.24 +0.16 6.29
20 18.10+0.41 NA 20 16.76 £ 0.39 3.29
30 16.88 + 0.08 2.60 30 10.96 + 0.15 36.76

NA: no aparente. Promedio (n=3) + EE
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Figura 5.16.- Cinética de concentracion de NT en controles 1SEN y 2CEN durante
periodo experimental. Promedio (n=3) £ EE

5.9.- Cinética de remocidn nitrégeno inorgéanico disuelto (NID) y nitrégeno orgéanico
(N Org) durante evaluacion de tratamiento de EE PTAR en el sistema de

fotobiorreactores

La concentracion inicial de NID en el EE PTAR fue de 13.66 mg/L. Utilizando los
consorcios microalgales 01 y 12 se presentaron distintas tasas de remocion de NID en el
agua, destacando el consorcio 01, el cual empleando el tratamiento M+ACO, obtuvo una
reduccion de 91.56% a 20 dias de tratamiento, seguido de los tratamientos M+A y M con
porcentajes de 46.66 y 31.94%, respectivamente. De igual manera, el consorcio microalgal
12 no presentd asimilacion aparente de NI a 20 dias de haber iniciado el tratamiento, sin
embargo al término de la evaluacion exhibié porcentajes de asimilacion de 75.95, 82.49 y
97.66% correspondientes a los tratamientos M, M+A y M+ACO,, respectivamente,
mientras que el consorcio 01 resultd con tasas de asimilacion de 92.19, 97.68 y 98.13%

para los tratamientos M, M+A y M+ACO,, respectivamente (Figura 5.17 y Tabla 5.6).
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Figura 5.17.- Cinética de concentracion de NID en EE PTAR durante tratamiento de

remocion por consorcios microalgales 01y 12

El control 1SEN no presentd reducciones considerables al mantenerse estable durante el
periodo experimental (30 dias) con una concentracion final de 12.46 mg/L (disminucién de
8.77%), sin embargo el control 2CEN mantuvo concentraciones ligeramente superiores a
las iniciales durante 20 dias, no obstante, a 30 dias la concentracion decreci6 a 8.10 mg/L
de NID (40.69% del valor inicial) (Figura 5.18 y Tabla 5.6).

—wr. Control 1SEN

mg/L

G —=— Control 2CEN

Tiempo (dias)
Figura 5.18.- Cinética de concentracion de NID en controles 1SEN y 2CEN durante

periodo experimental
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Tabla 5.6.- Concentracién de Nitrégeno Inorganico Disuelto y Nitrégeno Organico

durante tratamiento con los consorcios de microalgas 01 y 12. Porcentajes de

remocion por tratamiento

Muestra Nitrégeno Total (NT) Nitrégeno Inorganico Nitrégeno Organico
Disuelto (NID) N Org = (NT — NID)
EE PTAR 17.33 £ 0.48 mg/L 13.66 + 0.07 mg/L 3.67 mg/L
) ) Tratamiento M Tratamiento M+A Tratamiento M+ACO,
Consorcio | Dia NO NID % NO NID % NO NID %
microalgal mg/L mg/L remocion mg/L mg/L remocion mg/L remocion
NID NID NID
10 1149 + 13.99 + 12.03 +
3.02 0.38 15.90 0.24 0.26 NA 193 0.76 11.97
20 9.30 + 729+ 115+
01 NA 1 002 31.94 136 | 57 46.66 247 0.02 91.56
26 237+ 0.55 + 0.63z
327 | ga1 82.63 24 1 012 96.01 301 0.00 95.35
30 1.07 £ 032+ 0.24 %
715 0.19 92.19 588 0.05 97.68 7.93 0.00 98.23
10 1348 + 15.77 + 1481 +
0.30 1.04 1.33 NA 0.20 NA 0.05 0.19 NA
20 14.95 + 13.80 + 15.04 +
12 NA 1 To.02 NA 076 | "012 NA 0.13 168 NA
26 5.55 + 12.01% 350+
163 | 057 59.39 060 | "6 12,04 3.14 0.43 74.40
30 3.29+ 239+ 032+
2.88 0.24 75.95 3.20 0.28 82.49 3.92 0.00 97.66
Control 1SEN Control 2CEN
Dia NO NID %remocion Dia NO NID %remocion
NID NID
10 4.33 12.48 + 0.40 8.63 10 0.09 16.15+0.17 NA
20 6.29 11.81£0.21 13.56 20 2.54 14.22 £ 0.38 NA
30 4.42 12.46 +0.28 8.77 30 2.86 8.10+0.24 40.69

NA: no aparente

El N-Org del EE PTAR inicial fue de 3.67 mg/L. Durante el desarrollo experimental,

utilizando el consorcio 01, se presentaron disminuciones de concentracion en el agua a 10,

20, 26 dias de la etapa experimental, asimismo al término de la evaluacién, presentd un

aumento, resultando en concentraciones de 7.15, 5.88 y 7.93 mg/L de N Org para los

tratamientos M, M+A y M+ACO,, respectivamente. Igualmente, el consorcio 12 presentd

disminucion en el N Org para los tratamientos M y M+A, exceptuando al tratamiento

M+ACO, que finaliz6 el tratamiento con una concentracion de 3.92 mg/L a 30 dias. El

analisis de N Org en el control 1SEN exhibié aumentos, a diferencia del control 2CEN que

lo disminuyo durante el periodo de evaluacion (Tabla 5.6).
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5.10.- Cinética de remocién de PO,*-P durante la evaluacion del tratamiento de EE
PTAR en el sistema de fotobiorreactores

El EE PTAR contenia una concentracion inicial de 2.29 + 0.04 mg/L de PO,*-P. Dicha
concentracion fue relativamente estable durante los primeros 20 dias de la evaluacion en los
tratamientos M+A y M+ACO; del consorcio 12 y tratamiento M+ACO, perteneciente al
consorcio 01, encontrandose con valores de 1.93, 2.20 y 1.90 mg/L de PO,*-
P, respectivamente (Figura 5.19). De igual forma el consorcio 01 bajo los tratamientos M y
M+A, manifestaron diferentes tasas de asimilacion de P a partir de 8 dias, el consorcio 12
enriquecido con CO, (M+ACO,) exhibio actividad de asimilacion de fosforo a partir de 14
dias (Figura 5.19). Las tasas de eliminacién porcentual de PO,>-P, a 30 dias de tratamiento
fueron de 93.45, 89.96, 89.96% para el consorcio 01 con los tratamientos M, M+A y
M+ACO,, respectivamente. Asimismo el consorcio 12 presenté remociones de 94.32,
89.52 y 79.91% correspondientes a los tratamientos M, M+A y M+ACO, (Tabla 5.7).

—— 01M
—5— 01 M+A
—— 01 M+ACO,
—— 12M
—— 12M+A
—=— 12M+ACO,

Tiempo (dias)

Figura 5.19.- Cinética de concentracién de PO,*-P en EE PTAR durante tratamiento

de remocion por consorcios microalgales 01y 12. Promedio (n=2) + EE
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Tabla 5.7.- Valor inicial y final de fosforo en el tratamiento. Porcentajes de remocion

por tratamiento aplicado en el sistema de fotobiorreactores usando los consorcios 01 y

12
Concentracion de PO,>-P
EE PTAR 2.29 +0.04 mg/L"°
Consorcio microalgal Tratamiento mg/L %remocion
M 0.15 + 0.03%¢ 93.45
01 M+A 0.23 £0.02° 89.96
M+ACO, 0.23 +£0.01° 89.96
M 0.13 +£0.03° 94.32
12 M+A 0.24 + 0.06%¢ 89.52
M+ACO, 0.46 + 0.03° 79.91
Control 1SEN 2.62 +0.08% NA
2CEN 0.76 £0.01° 66.81

Promedio (n=2) £ EE. ANOVA 1 Via. Letras diferentes indican diferencia significativa (Tukey, o= 0.05). NA: no
aparente

Durante el periodo experimental, el control 1SEN mantuvo la concentracién de PO4*-P

relativamente estable, aumentando la concentracion de fosforo inorganico disuelto y

obteniendo una concentracién final de 2.62 mg/L de PO,*-P. Por otro lado, el control

2CEN indic6 una reduccién considerable de 66.81% con un valor final obtenido de 0.76
mg/L de PO,*-P (Tabla 5.7 y Figura 5.20).

3.0

mg/L
n

0.5

0.0

Tiempo (dias)

30

Control 1SEN
Control 2CEN

Figura 5.20.- Cinética de concentracién de PO,*-P en controles 1SEN Y 2CEN

durante periodo experimental. Promedio (n=2) £ EE
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5.11.- Comportamiento de la concentracion de COT durante evaluacion de
tratamiento de EE PTAR en el sistema de fotobiorreactores

El COT inicial en EE PTAR se encontré en una concentracion de 18.28 mg/L. La Figura

5.21 muestra los cambios en el comportamiento del COT en el agua expuesta a los

consorcios 01 y 12. Se encontraron decrementos porcentuales de 15.29 a 25.58%, a

excepcion del consorcio 12, con el tratamiento consistente de aireacion enriquecida con

CO,, (M+ACO:,), el cual al dia 30 mostr6 un incremento de 76.73 mg/L COT equivalente a

un aumento de 322.06% con respecto al valor inicial (Tabla 5.8).
7

76
75

26

24 4 — 01IM

i(‘.; [ —=— O01M+A
18 1 —— 01 M+ACO,
£ 16 %

14 - - 12M

12 4 —+— 12M+A

10 -

g | — 12M+ACO,

6 |

4 |

0 4

0 6 12 18 24 30
Tiempo (dias)

Figura 5.21.- Cineética de concentracion de COT en EE PTAR durante tratamiento de

remocion por consorcios microalgales 01y 12. Promedio (n=2) = EE

La concentracion de COT, en el control 1SEN, presentd una reduccion de 43.38%, con una
concentracion de 10.35 mg/L a 30 dias, sin embargo, el control 2CEN presentd una
concentracion final de 14.68 mg/L de COT, equivalente a una disminucion de 19.69%
(Tabla 5.8 y Figura 5.22).
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Tabla 5.8.- Concentracion de COT en el EE PTAR durante tratamiento con los

consorcios 01 y 12. Porcentajes de remocion por tratamiento

Concentracion de COT

EE PTAR 18.28 + 0.22 mg/L
Cpnsorcio Dia Tratamiento M Tratamiento M+A Tratamiento M+ACO,
microalgal mg/L %remocion mg/L %remocion mg/L %remocion
6 14.86 +0.13 18.26 19.57 £ 0.32 NA 18.06 + 0.25 0.66
12 18.39+0.18 NA 17.53£0.07 3.58 16.82 £ 0.24 7.48
01 18 22.37+£0.11 NA 13.92+0.21 23.43 18.62 +0.11 NA
24 24.60 + 0.07 NA 20.70 £ 0.07 NA 20.75+0.01 NA
30 14.97 £ 0.09 17.66 14.17 £ 0.00 22.06 13.53 £ 0.25 25.58
6 17.18+£0.11 5.50 17.94 £0.21 1.32 17.59 £0.10 3.25
12 17.04 £ 0.06 6.27 16.16 £ 0.18 11.11 19.81 +0.38 NA
12 18 18.35+0.12 NA 12.63+0.13 30.53 14.02 + 0.26 22.88
24 21.05+0.07 NA 16.76 £0.12 7.81 19.69 £ 0.01 NA
30 15.40+0.14 15.29 13.88 +0.04 23.65 76.73+£0.24 NA
Control 1SEN Control 2CEN
Dia mg/L %remocion Dia mg/L 9%remocion
10 12.62 £ 0.07 30.96 10 10.37 £0.45 43.27
20 7.65+0.35 58.15 20 13.79 £ 0.37 24.56
30 10.35+0.16 43.38 30 14.68 £ 0.20 19.69
Promedio (n=2) £ EE. NA: no aparente
20
18
16
14
12
P —~— Control 1ISEN
8 .
—=— Control 2CEN
6
4
2
0

Tiempo (dias)

Figura 5.22.- Cinética de concentracion de COT en controles 1ISEN y 2CEN durante

periodo experimental. Promedio (n=2) £ EE
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5.12.- Micronutrientes durante evaluacion de tratamiento de EE PTAR en el sistema

de fotobiorreactores

Los niveles de aluminio en el EE PTAR, previo y después del tratamiento con microalgas,
se encontraron por debajo de los limites detectables (< 0.03 mg/L). La concentracion inicial
de Cu, presentd una concentracion inicial de 0.11 mg/L y al término del tratamiento a base
de los consorcios 01 y 12 se encontré por debajo del limite de deteccion < 0.03 mg/L. Se
encontraron diferencias estadisticas significativas con respecto a la concentracion inicial de
los iones metélicos: Na, K, Ca, Mg y Fe, con la excepcion de la concentracién de dos iones

metalicos K y Mg a base del tratamiento M+ACO, con los consorcios 01 y 12

respectivamente (Tabla 5.9). Los porcentajes generales de remocion para los iones
metalicos se encontraron en un rango entre 2.12 a 95.14% (Tabla 5.10).
Tabla 5.9.- Concentracion inicial y final de iones metalicos en tratamiento
Muestra lones Metalicos (mg/L)
Na K Ca Mg Fe Cu
EE PTAR 330.43 £0.73° 32.46 +0.09° | 104.46 £0.61° | 21.01+0.03° 4.53 +0.00° 0.11
Consorcio EE PTAR Na K Ca Mg Fe Cu
algal ™
01 M 186.39 + 0.42' 26.56 +0.04" | 63.95 + 0.46° 1.76 £ 0.00" 0.22 +0.00° DLD
M+A 323.43£2.04° | 24.47+0.00° | 4450+0.00" | 8.34+0.02 0.33£0.01° DLD
M+ACO, 175.57 £1.129 22.54+0.16% | 54.34+0.23" 21.16 + 0.03° 0.27 £0.00° DLD
12 M 170.05 + 0.64" 18.92 +£1.43° 68.30 £ 0.23° 10.70 £ 0.01° 0.24 +0.00¢ DLD
M+A 287.37 +0.92° 25.99 + 0.05° 57.08 +0.23° 2.05 +0.009 0.26 +0.01% DLD
M+ACO, 290.76 + 0.21% 29.91+0.77% | 49.76 £0.23° 1.56 +0.00' 0.26 +0.01% DLD
Control 1SEN 301.58 +0.21° 21.67 +0.17° 90.27 +0.23° 21.36 +0.02° 0.17 £0.009 DLD
2CEN 294,58 + 0.42° 23.19+0.09% | 45.41+0.23" 20.67 +0.01° 0.19 +0.00 DLD

DLD. debajo del limite de deteccion < 0.03 mg/L. Promedio (n= 3) + EE. ANOVA 1 Via. Letras diferentes

indican diferencia significativa (Tukey, a= 0.05)

En los controles 1SEN y 2CEN se presentaron ligeras reducciones en Na y Mg, sin
embargo, en el caso del Fe, se presentaron remociones 96.25 y 95.81% (control 1SEN y
2CEN) similares a las obtenidas en el tratamiento con los consorcios. ElI K fue removido un
33.24 y 28.56% para el control 1SEN y 2CEN respectivamente. Asimismo se encontraron
diferencias con la concentracion de Ca removido, en la que el control 1SEN redujo solo
13.58% en comparacion de 56.53% conseguida por el control 2CEN (Tabla 5.9 y 5.10).
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Tabla 5.10.- Porcentajes de remocion de compuestos inorganicos al final de 30 dias de

tratamiento en el sistema de fotobiorreactores utilizando microalgas

Remocion de metales (%)
lones Consorcio 01 Consorcio 12 Control
metalicos Tratamiento Tratamiento
M M+A M+ACO M M+A M+ACO 1SEN 2CEN
2 2
Na 43.59 212 46.87 48.54 13.03 12.01 8.73 10.85
K 18.18 24,61 30.56 41.71 19.93 7.86 33.24 28.56
Ca 38.78 57.40 47.98 34.62 45.36 52.36 13.58 56.53
Mg 91.62 60.30 NA 49.07 90.24 92.57 NA 1.62
Fe 95.14 92.72 94.04 94.70 94.26 94.26 96.25 95.81
Cu debajo del limite de deteccion < 0.03 mg/L

NA: no aparente

5.13.- Productividad (produccién/biomasa) en consorcios microalgales 01 y 12 durante
el tratamiento del EE PTAR

La concentracion inicial de biomasa de microalga al momento del in6culo fue alrededor de
0.034 g (BS)/L (concentracién total 0.607 g (BS)/18 L). Se observé una produccién mayor
de biomasa a 20 dias de tratamiento por el consorcio 01, con densidades de 0.249, 0.241 y
0.255 g/L originadas en los tratamientos M, M+A y M+ACO2, por otro lado, el consorcio
12 no presentd productividad significativa durante el mismo periodo; sin embargo, al
término de los tratamientos (30 dias) con los consorcios 01 y 12 alcanzaron producciones
de biomasa en un intervalo de 0.315 a 0.880 g¢g/L y distintos valores de solidos
sedimentables (biomasa sedimentada) en la que el tratamiento M+ACO, mostré mayor
concentracion de materia sedimentable concordando con la productividad obtenida en g/L
(Tabla 5.11). De igual manera la cosecha total realizada al término de la evaluacion (30
dias) indicd recuperaciones de 6.037 a 12.341 g equivalentes a una produccion de 0.398 a
807 g/L. Asimismo se obtuvieron porcentajes de generacion de biomasa comprendidos

entre 1181 y 2394% con respecto a la concentracion inicial de inoculo (Tabla 5.12).
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Tabla 5.11.- Productividad g (base seca)/L durante tratamiento. Solidos sedimentables

Consorcio Tratamiento Dia 10 (g/L)* | Dia 20 (g/L)* | Dia 30 (g/L)** SS (mL/L)
microalgal

M 0.034 0.249 0.357 £ 0.002° 5.82 +0.16®

01 M+A 0.036 0.251 0.523 +0.017° 7.25+0.25°

M+ACO, 0.057 0.255 0.848 + 0.026% 10.25 £ 0.25°

M 0.054 0.046 0.334 £ 0.024° 6.17 + 0.29%

12 M+A 0.038 0.032 0.315 + 0.002° 4,75 £0.25°

M+ACO, 0.081 0.061 0.880 + 0.066" 21.00 +1.00*

* Valores puntuales, n= 1, **g/L de biomasa seca determinado a partir de muestreo aleatorio simple. Promedio (n=2, 3) £

Tabla 5.12.- Cosecha total en gramos, productividad g/L, % de generacion de biomasa

EE. ANOVA 1 Via. Letras diferentes indican diferencia significativa (Tukey, a= 0.05)

y productividad expresados en BS

Consorcio Tratamiento Cosecha (g)* (g/L)** % de generacion Productividad
microalgal de biomasa*** (g/Led)**

M 6.627 0.425 1261 0.014
01 M+A 7.689 0.504 1495 0.017
M+ACO, 12.341 0.807 2394 0.027
M 6.037 0.398 1181 0.013
12 M+A 6.103 0.404 1198 0.013
M+ACO, 8.396 0.543 1611 0.018

* Valores puntuales, n= 1, ** determinado a partir de la cosecha total (g), *** % de generacion de biomasa con respecto a
la concentracion inicial de in6culo

5.14.- Caracterizacion fisicoguimica de biomasa de microalgas

Al final del tratamiento, se encontrd un porcentaje de NT entre 0.48 a 1.0% equivalentes a
una concentracién proteica de 3.00 a 6.25%. Estos valores fueron estadisticamente
significativos en concentraciones crecientes de NT entre los tratamiento M+ACO,, M+A y
M, respectivamente (Tabla 5.13). La concentracion de P en la biomasa al final del
tratamiento fue de 0.34 a 0.65%, donde las concentraciones mas altas de P total en los
consorcios 01 y 12 fueron generadas por el tratamiento M, de igual manera se observaron
concentraciones menores y similitudes en las concentraciones obtenidas entre los
tratamientos M+A y M+ACO, (Tabla 5.13). Se alcanzaron diferencias significativas entre
los valores obtenidos de ceniza con porcentajes ubicados entre 29.26 a 48.38%, en el cual
los porcentajes mas altos fueron cosechados por el consorcio 12 (Tabla 5.13). La

produccion de lipidos porcentual se ubicd en el rango de 0.45 a 4.33%, observandose
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mayor incorporacion de lipidos bajo el tratamiento M+ACO,, siguiéndoles los tratamientos
My M+A con menor concentracion respectivamente (Tabla 5.13).

Tabla 5.13.- Composicion de Biomasa de consorcios microalgales generada en EE PTAR

Consorcio Composicion de biomasa expresada en Base Seca (%)
microalgal | Tratamiento Nitrageno Proteina* Fosforo Cenizas Lipidos
Total Kjeldahl total**

M 1.00+£0.01* | 6.25+0.08° 0.57 4413 +0.47° | 1.15+0.42°
01 M+A 0.78 £ 0.00° 4.88 +0.01° 0.34 39.97 +0.21¢ | 0.78+0.03°
M+ACO, 0.48 +0.01° 3.00 £0.04° 0.35 29.26 +0.30° | 3.40 £0.617
M 0.98+0.00° | 6.14+0.01° 0.65 48.38+0.01° | 0.93+0.26°
12 M+A 0.83 +0.00° 5.17 +0.02° 0.51 53.04 +1.10° | 0.45+0.19°
M+ACO; 0.58 + 0.007 3.61+0.02° 0.54 42.97 +0.16° | 4.33+0.26°

*Proteina: NT x 6.25. Promedio (n=2) + EE. ANOVA 1 Via. Letras diferentes indican diferencia significativa (Tukey, o= 0.05), **
Valores puntuales, n=1

5.15.- Analisis del ciclo de vida del proceso (ACV) en el sistema de fotobiorreactores

Durante los 30 dias de periodo experimental de evaluacion del proceso de tratamiento del
sistema de fotobiorreactores de bajo esfuerzo de corte, el consumo eléctrico requerido
(Tabla 5.14), debido a la utilizacion del sistema de mezclado y aireacion, aplicados en los
tratamientos de M, M+A y M+ACO,, fue suplementado con energia fotovoltaica generada
a partir de la utilizacién de un panel solar Nature Power® modelo 40065. Este produjo un
potencial de suplementacion de 0.07 kW (durante las horas de luz solar diarias). Asimismo,
este panel solar contd con una capacidad de almacenamiento (en acumulador) de hasta 12
kW. El EE PTAR bajo las condiciones de estudio no requirid de algin procesamiento
previo, ni empleo de la adicion de reactivos o catalizadores quimicos, sin embargo en el
tratamiento M+ACO; se evalu6 el efecto de la aireacion (1.8 vvm) enriquecida con CO,
utilizando una minima cantidad (5.55 x 10™* vvm) ver Tabla 5.14.

La Figura 5.23 indica el esquema de evaluacion del ACV, que contempla las caracteristicas
de entrada del EE PTAR (sin modificacion alguna posterior a su descarga por la PTAR), el
procesamiento a través del tratamiento a base en el sistema de fotobiorreactores y las
salidas donde dada la naturaleza del tratamiento terciario, se alcanza un EE PTAR TM con
alta calidad de descarga, sin generar ningln tipo de residuo o contaminacion secundaria,

donde ademas se produce un subproducto con un potencial valor econémico (Figura 5.23).

74



Tabla 5.14.- Consumo y suplementacion de energia eléctrica. Enriquecimiento de CO, en
tratamiento M+ACO,

Consumo eléctrico

Tratamiento* Tiempo de uso diario (h) Consumo en kilowatts por hora (kWh)**
kW/h dia kW/h mes (30 dias)
M 24 0.02 0.69
M+A 24 0.02 0.69
12 0.06 1.80
M+ACO, 24 0.02 0.69
12 0.06 1.80

Suplementacion eléctrica por panel solar***

Potencia de suplementacion (kW)

Potencia de almacenaje en bateria (kW)

0.07

12

Consumo de CO

grado 2.9 (99.99% de pureza)

Tratamiento

Flujo de enriquecimiento

Tiempo de uso diario (h)

Kg de CO, (30 dias de uso)**

M+ACO,

5.55 x 10 vwm

12

0.42

* Caracteristicas de equipos con consumo eléctrico utilizados se describen en seccién 4.9,** Consumo aproximado segin
especificaciones técnicas, *** Caracteristicas de suplementacion de energia por panel solar se describen en seccién 4.10

Eliminacién de
solidos de gran

Agua residual

cdimentacion
secundarios

Océano

Tanques de
sedimentacion

Gas

Lagunas de
secado

Entrada

EE PTAR con cumplimiento de la
norma NOM-001-SERMARNAT-1996

v

Sin adicion
de reactivos
quimicos

\

y

v

Luz solar

Proceso
Tratamiento terciario con consorcios

v

Sistema de fotobiorreactores solares de
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Capitulo 6
DISCUSION

6.1.- Prueba preliminar del efecto de filtracion del EE PTAR en la productividad y

remocion de nutrientes por un consorcio de microalgas

Al utilizar el consorcio de microalgas 110 y evaluar el tratamiento del EE PTAR bajo 2
condiciones distintas: EE PTAR (sin modificacién) y EE PTAR filtrado a 1.5 pum (para
disminuir particulas y carga bacteriana), no se observaron diferencias en la determinacion
de pH, nutrientes y productividad (Tabla 5.2). Ademas no se observd crecimiento de
microorganismos no autétrofos (i.e. hongos, bacterias), o que pudo demostrar que no es
necesario un tratamiento previo al proceso de remocion de nutrientes por microalgas. Esto
representa un ahorro en el costo general del proceso de remocion de nutrientes (De la Nole
et al., 1992). En cuanto a los valores de pH estos presentaron un aumento de ~ 1.3 unidades
con respecto al valor inicial (7.1), lo cual se puede explicar debido al HCO3™ producido por
las microalgas durante la fotosintesis (Falkowski y Raven, 2007).

Igualmente, los nutrientes (N y P) en sus principales formas NH.*, NO,", NO3™ y PO,*
presentes en los efluentes de PTAR al final de los 14 dias de duracion de la prueba,
resultaron tener concentraciones por debajo del limite de deteccion (DLD) para NO; vy
NH,*, (< 0.001 mg/L) probablemente debido a que estos materiales nitrogenados
presentaron tendencias a ser convertidos a NO3™ que es la forma termodindmica estable de

nitrégeno en sistemas acuosos oxigenados (NRC, 1977).

Por otro lado, la carga de nutrientes (N y P), a pesar de cumplir con la norma NOM-001-
SEMARNAT-1996 (< 100 mg/L de NO3™ y < 2 mg/L PO,%), corresponden a valores de
2257 mg/L de NO*-N y 0.65 mg/L de PO,>-P, estos son capaces de afectar por
eutrofizacién a sistemas receptores de aguas superficiales sensibles debido a que presentan
valores > 10 mg/L de NT y > 0.1 mg/L de PT (Ayers y Westcot, 1985; WHO, 1989).
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Debido a ello se considera como regla general que a mayor sensibilidad del medio receptor
a presentar eutrofizacion, mejor debera ser la concentracion de descarga de N y P. Por lo
que se han fijado normativas estrictas de descargas que contemplan la capacidad del
sistema receptor, como la directiva 91/271/CEE aplicada en la Unién Europea que
establece contempla categorias de LMP dependiendo de la poblacion en habitante
equivalente (h-e) (baja de 10,000 a 100,000 y alta > 100,000) con concentraciones de 2y 1
mg/L de PT y de 15 y 10 mg/L de NT, respectivamente. En esta prueba preliminar, las
concentraciones finales de fosforo tras el tratamiento con microalgas se encontraron por
DLD (< 0.001 mg/L), asimismo el N present6 valores de 10 mg/L de N ubicandose dentro
los LMP que indica la directiva 91/271/CEE, lo cual equivale a una remociéon de = 90 y =
100%, respectivamente. Todo esto tras mantenerse en cultivo con microalgas (consorcio

110) en un periodo de 14 dias bajo condiciones naturales estaticas.

En cuanto a la productividad, se generé mayor biomasa para los tratamientos en los EE
PTAR, en comparacion de un control de cultivo realizado en un medio enriquecido
especializado (medio L-C), cosechando concentraciones de 0.40 y 0.24 g/L,
respectivamente. Esto puede significar una ventaja para llevar a cabo tratamientos basados
en microalgas, ya que el EE PTAR puede representar un medio de cultivo con nutrientes
esenciales (N y P) y ademas servir para la generacion de biomasa a bajo costo (Cai, Park y
Li, 2013).

6.2.- Selecciobn de consorcios de microalgas para pruebas de recuperacion de
nutrientes (N y P) de EE PTAR

Los 12 consorcios microalgales seleccionados fueron acondicionados bajo condiciones de
intemperie para asegurar su actividad bioldgica apropiada. La preparacién de indculo
consistio en ajustar la concentracién inicial en 1.06x10° células/mL, este nimero de células
aunque resulté bajo con respecto a 1.0x10* células/mL que es la cantidad recomendada en
evaluaciones bioldgicas segun la US EPA (2002), no presentd contaminacién aparente por

hongos o bacterias, encontrando cambios significativos en relacién a la concentracion
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inicial del EE PTAR (sin filtracién previa) en el: pH, CE, nutrientes (NO*-N, PO,*-P) y

productividad.

El EE PTAR con concentracion inicial de pH: 7.42 presentd variaciones entre 7.06 a 8.12
(Figura 5.2), rango de pH optimo (> 7) para asimilar N y P (Giorgios y Georgakakis, 2011).
Once de los cultivos incrementaron el pH en el EE PTAR TM, probablemente por efecto de
la formacion de HCOj3™ durante la fotosintesis (Falkowski y Raven, 2007). Sin embargo, el
tratamiento con el consorcio 1312 presenté un decremento de 0.36 unidades pH con
respecto al valor inicial de 7.42, posiblemente por utilizar compuestos alcalinos (e.g. i6n
bicarbonato (HCO3") asociado con cationes de Na*, K*, Ca** y Mg?*) o formar compuestos
acidos (e.g. H,CO3. Richmond, 1986).

Ademaés de nutrientes esenciales (C, N y P), las microalgas requieren para su crecimiento
otros macronutrientes (S, Ca, Mg y K) y micronutrientes (Mo, Fe, Ni, Cu, Zn, Co, B, Mny
Cl) (Giorgios y Georgakakis, 2011), asimismo se conoce que la suma de dichos elementos
en sus diferentes especies quimicas contribuyen a la conductividad eléctrica de una
solucidn (e.g. aniones de cloruro, nitrato, sulfato y fosfato) (Yu et al., 2005). En la presente
prueba, se obtuvo un valor de CE inicial de 159.31 mS/m, valor que disminuy6
significativamente (P < 0.05) al término de la evaluacion (12 dias), donde los consorcios
1301 y 1312 sobresalieron por su capacidad de consumo de solubles inorganicos durante el

crecimiento, logrando decrementos de 7.28 y 14.09%, respectivamente (Figura 5.3).

La biomasa generada a partir del tratamiento de EE PTAR en condiciones naturales
(temperatura, luz, fotoperiodo) durante 12 dias, puede observarse en la Figura 5.4, dando
valores de 9.89 a 165.61 mg/L, aunque se percibe un contraste a valores de cosecha
reportados entre 410 a 670 mg/L en un periodo de 9 dias de cultivo en EE PTAR bajo
condiciones controladas (Cho et al., 2011), se indica que el EE PTAR es un medio idéneo
para la produccion de biomasa pese a no tener condiciones enfocadas (temperatura, luz y
fototoperiodo 6ptimo) a la produccion de biomasa en el tratamiento de mejora de calidad de
descarga. Al final de la presente prueba destacaron los consorcios microalgales 1301 y
1312 con cosechas de 74.22 y 165.61mg/L respectivamente; sin embargo, el uso de factores
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operacionales escalables de bajo costo (e.g. aireacion y agitacion) pueden influir altamente
la tasa de conversion de contaminantes (nutrientes eutroficos) en biomasa (Eriksen, 2008).
Igualmente se derivo una alta correlacion lineal de Pearson de r = - 0.91 (P < 0.05) (Figura
5.5) donde a mayor productividad, menor conductividad, concordando con Oswald (1988a),

quien indicaba esta relacién como parametro de control del crecimiento del cultivo.

Se debe recordar que el efluente real evaluado proviene de una planta tratadora de agua
residual y es permanentemente descargado a agua superficial posterior al cumplimiento de
la norma NOM-001-SEMARNAT-1996, que incluye N y P total con un LMP en descarga
de: 15 - 60 y 5 — 30 mg/L, respectivamente. Asimismo la directiva 91/271/CEE establece
categorias de LMP con concentraciones de 2 y 1 mg/L de PT y de 15y 10 mg/L de NT
dependiendo de la poblacién en habitante equivalente h-e y el cuerpo receptor. Sin
embargo, es muy importante aclarar que aungue en Meéxico la norma NOM-001-
SEMARNAT-1996 regula la concentracién de N y P en descargas a aguas superficiales, no
cuenta con regulaciones en cuanto al volumen total de efluentes descargados; esto resulta
paradojico, ya que es posible cumplir con los niveles de N y P en las descargas, pero este
exceso de N y P puede concentrarse en los cuerpos de agua receptores y rapidamente
alcanzar concentraciones eutréficas, destacando que el criterio ambiental relevante es la

concentracion final en el cuerpo receptor (Veenstra et al., 1997).

Las concentraciones de nutrientes (N y P) iniciales provenientes de las especies de NO3™ y
PO,% en el efluente a tratar fueron de 1.64 mg/L de P y 55.38 mg/L de N, las cuales
representan capacidad de eutrofizacion a sistemas receptores de alta calidad (Ayers y
Westcot, 1985; WHO, 1989). Mediante el tratamiento con consorcios de microalgas
nativos, en el presente estudio se encontraron tasas de asimilacion de 60.37 a 79.27% para
Py de 74.34 a 91.08% para N, mejorando notablemente la calidad del agua tratada (Figura
5.6 y 5.7). Las concentraciones finales de P tras el término del tratamiento terciario se
encontraron en 0.34 a 0.65 mg/L de P, asimismo el N resulté en un rango de 4.94 a 14.21
mg/L, ubicandose dentro los LMP que indica la directiva 91/271/CEE.
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6.3.- Propagacion de consorcios seleccionados e induccion de formacion de
aglomerados esféricos

Ademas del producto final del proceso propuesto (agua con calidad mejorada), existe un
importante subproducto (la biomasa de las microalgas). Es por esto que los parametros a
considerar para una mejor eficiencia del presente proceso a escala real consisten en una
serie de necesidades que se deben cumplir: 1) medio de cultivo de bajo costo (en este caso
el agua tratada, la cual no tiene costo), 2) sistemas de produccion econdémicos y de facil
mantenimiento, y sobre todo 3) métodos de cosecha eficientes (Cai, Park y Li, 2013). Para
este ultimo, los métodos convencionales de recuperacion de biomasa (e.g. centrifugacion,
adicion de floculantes, filtracion) contribuyen del 20 al 30% del costo total de la
produccion (Grima et al., 2003), volviendose crucial la seleccion de una técnica de cosecha
para que el presente tratamiento y/o la produccién de biomasa de microalgas sea
econdmicamente viable (Schenk et al., 2008). Para el presente proyecto se construyd un
sistema de tratamiento, basado en fotobiorreactores (Patente: MX/a/2012/014898), cuya
principal caracteristica es el crear condiciones especiales para que las microalgas cultivadas
logren autoinducirse in vivo un crecimiento en forma de microesferas (= 3 - 5 mm).
Evaluando el método de recuperaciéon basado en la induccion y posterior formacion de
microesferas en los consorcios 01 y 12, se logro una cosecha de 100% y casi inmediata
clarificacion en comparacion con un cultivo control bajo condiciones similares (Tabla 5.3),
lo que potencialmente podria representar un método factible de cosecha, siempre y cuando

cumpla los requisitos de un sistema a escala real anteriormente mencionado.

6.4.- Efecto de la temperatura ambiental y horas de luz durante evaluacion de

tratamiento de EE PTAR en el sistema de fotobiorreactores

Es bien sabido que un nimero de factores ambientales afecta la tasa de absorcion de
nutrientes por microalgas, estos incluyen: la concentracion inicial de nutrientes, intensidad
de la luz, pH extracelular, temperatura, y densidad de inoculacion (Cai, Park y Li, 2013).

En términos ambientales los factores limitantes mas importantes en sistemas cerrados o
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abiertos al aire libre son: la intensidad de la luz y la temperatura, siendo esta ultima la de
mas importancia durante la temporada invernal (Vonshak, 2003), periodo en el cual se
realizd el experimento final al aire libre. Durante dicho tratamiento, se presentd una
temperatura ambiental promedio de 13.13 £ 4.97°C (Figura 4.5) y un promedio aproximado
de 10 h y 30 min de horas luz (fotoperiodo 10:30:13:30 h Luz/Oscuridad), condiciones que
normalmente reducen la eficiencia fotosintética y generando estrés no deseado debido a una
desincronizacion de temperatura con las horas de luz (irradiacion), tal como lo demuestra
un estudio realizado a intemperie en un sistema abierto utilizando Spirulina sp., donde las
temperaturas mas bajas surgian en la madrugada e inducian foto inhibicién y
aletargamiento en las funciones metabdlicas (Vonshak et al., 1982). Aungue los efectos de
la temperatura e irradiacion de una gran cantidad de especies de microalgas a nivel de
laboratorio estan bien documentados, la magnitud de los efectos por cambios de
temperatura, cantidad y calidad de luz solar en la produccién de biomasa o tratamientos a
intemperie han sido muy poco reportados. No obstante existen algunos estudios que indican
que una gran cantidad de especies de microalgas pueden tolerar con facilidad temperaturas
de hasta 15°C menores a la Optima con consecuente retraso en su crecimiento y que a
temperaturas superiores a 35°C pueden resultar en mortandad celular (FAO,1996; Mata et
al., 2010); sin embargo, esto Gltimo no se puede generalizar debido a que el efecto de la
temperatura dependera al tiempo de exposicion, ademas de las distintas capacidades de
adaptacion entre especies, en ejemplos se han reportado que cepas de Chlorella sp. han

indicado tolerancia y crecimiento a temperaturas superiores a 42°C (Sakai et al., 1995).

6.5.- Efecto de la concentracion del inéculo durante evaluacion del tratamiento de EE

PTAR en el sistema de fotobiorreactores

El primer factor biotico en influir significativamente el crecimiento de algas es la densidad
celular inicial, donde a mayor densidad de microalgas se espera mejor crecimiento y
consecuentemente mayor eficiencia en la eliminacion de nutrientes (Lau et al., 1995). Sin
embargo, se debe considerar que una alta densidad de algas daria lugar a un auto-

sombreado, acumulacion de auto-inhibidores e igualmente una reduccién en la eficiencia
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fotosintética (Fogg, 1975; Darley, 1982). En el presente experimento, estas desventajas
pudieron ser minimizadas en comparacion a cultivos homogéneos dispersos dado el alto
volumen de solucion en comparacion con el inéculo y sobre todo caracteristicas de
crecimiento celular aglomerado esférico del indculo que reduce notablemente el
autosombreado. La densidad inicial fue equivalente a 0.034 g/L (base seca) la cual puede
considerarse una densidad inicial baja en comparacion a otros estudios con microalgas que
han utilizado 0.150 g/L en base seca (Costa et al., 2002; de Morais et al., 2007). Esto se
debid a limitaciones en la cantidad de biomasa para realizar el inoculo, lo cual pudo a su

vez convertirse en un factor de prolongacién de la fase de latencia (Lau et al., 1995).

6.6.- pH en el efluente durante evaluacion de tratamiento de EE PTAR en el sistema

de fotobiorreactores y caracteristicas de descarga

El pH inicial del EE PTAR, fue de 7.23, (tal como es descargado), concentracion que se
encuentra dentro del rango Optimo (> 7) para asimilar N y P (Giorgios y Georgakakis,
2011). En la evaluacién experimental se observé una tendencia de incremento de pH debido
a la acumulacion de OH™ que se relaciona de manera directa con la fotosintesis, donde a
valores mas altos de pH indican la mayor actividad fotosintética (Andrade y Costa, 2007,
de Morais et al., 2007), asimismo se ha observado que el crecimiento de microalgas en
sistemas de lagunaje de alta carga (LAC) favorece el incremento de pH en el agua debido al
consumo de CO, y HCOg3', con lo que con frecuencia se han reportado valores que exceden
de pH 11 (Craggs, 2005; Heubeck et al., 2007; Park y Craggs, 2010). La Figura 5.8 indica
la cinética de los valores de pH obtenidos durante la evaluacion de nutrientes, donde a 30
dias de tratamiento se obtuvo un intervalo de 10.85 a 11.29 de pH para los tratamientos M y
M+A, y un valor de pH = 8 para el tratamiento M+ACO, debido posiblemente al efecto de
enriquecer el aire con CO, generando un efecto de amortiguacion como resultado del
balance de CO,/HCO3;™ (FAO, 1996). De igual manera durante el periodo de tratamiento se
observaron concentraciones de pH mayores a 9.2 (Figura 5.8), valor sobre el cual de
acuerdo con Rose et al., (2002) suprimen el crecimiento del 100% de E. coli, bacterias
patdgenas y virus en 24 horas. De igual manera, Parhad y Rao (1962) encontraron que E.
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coli no crece en las aguas residuales con un pH superior a 9.2. En el presente estudio, los
controles 1SEN y 2CEN presentaron aumentos de pH con respecto al valor inicial (Tabla
5.4), dando valores de alrededor de 8.4 de pH para el control 1SEN durante el periodo
experimental (30 dias) posiblemente por la presencia de alcalinidad (sustancias
hidrolizables en agua que generan OH™ como producto de su hidrolisis) (NMX-AA-036-
SCFI-2001). El control 2CEN presenté el mismo comportamiento, con excepcion del pH
obtenido (10.82) a 30 dias de exposicion a la luz solar, este incremento posiblemente se
gener0 por el efecto de crecimiento de microalgas endogenas del EE PTAR y la

consecuente actividad fotosintética.

Es de importancia sefialar que en los tratamientos M y M+A, a 30 dias de evaluacion se
encontraron valores mayores a pH 10, lo cual rebasa lo establecido por la norma NOM-
001-SEMARNAT-1996, que estipula un intervalo de pH de descarga en cuerpos receptores
situado con concentraciones de 5 a 10 unidades de pH. Sin embargo una de las acciones a
realizar previo a descargar un EE PTAR TM, en caso de rebasar este LMP debido al efecto
fotosintético sumado a las sustancias hidrolizables (alcalinidad) presentes en el EE PTAR,
es la de realizar un enriquecimiento con efluentes tratados para homogeneizar los valores

de pH previos a su descarga definitiva (Cortes et al., 2013).

No obstante la concentracion final obtenida de pH del EE PTAR TM (intervalo de 10.8 a
11.3 de pH) para los tratamientos M y M+A, resulta interesante dado que se encuentran
reportes que sefialan que a pH altos en el agua es posible inducir la autofloculacién de las
microalgas, proceso que es considerado potencial y de bajo costo en la cosecha de biomasa
microalgal (Garcia et al., 2014), en donde la biomasa es recuperada a través de la
precipitacion de sales de magnesio (= 0.75 mM de Mg) ya existentes en el medio
(Schlesinger et al., 2012), a razén de que el hidroxido de magnesio precipita a un pH por
encima de 10.5 con la propiedad de conservar carga positiva a concentraciones superiores
de 11.5 de pH. Esto se lleva a cabo por medio de una interaccion entre la carga positiva del
precipitado de hidroxido de magnesio y la superficie con carga negativa de las células de
microalgas que resulta en la induccion de la floculacion (Smith y Davis, 2012; Wu et al.,
2012). Dado que el EE PTAR TM en dos de los tratamientos (M, M+A) presentd valores
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adecuados (> 10.5) para la autofloculacion de las microalgas en el medio acuoso a través
del efecto del crecimiento fotosintético sin necesidad de un ajuste de pH por la adicion de
una base (e.g. NaOH), es posible suponer grandes ahorros economicos en un sistema de
tratamiento a gran escala debido a ahorros en la adicion de floculantes (Lee et al., 1998). El
tratamiento M y M+A a base de los consorcios de microalgas 01 y 12 en el sistema de
fotobiorreactores, se plantea como un método de tratamiento a evaluar en agua con
concentraciones suficientes de magnesio pertenecientes de manera natural con la
posibilidad potencial de generar la autofloculacion o con la adicidn de sales de magnesio
como unico coste de cosecha en la floculacion, facilitindose asi la cosecha de biomasa

durante el tratamiento y generacion de biomasa.

6.7.- Comportamiento de CE y OD durante evaluaciéon de tratamiento de EE PTAR
en el sistema de fotobiorreactores

La CE, mostr6 12 dias de estabilidad con valores de concentracion cercanos al inicial
(133.30 mS/m) (Figura 5.9), lo cual concuerda con la duracion de la fase de latencia lag
(periodo de adaptacion celular al crecimiento) de los consorcios microalgales evaluados. La
longitud de dicha fase es variable y en general es mayor cuanto mas grande sea el cambio
en la adaptacion fisiologica del metabolismo celular para el crecimiento (FAO, 1996;
Monod, 1949). De igual manera, ese mismo periodo de estabilidad se aprecia en los
primeros 11 dias de la cinética de comportamiento de pH (Figura 5.8). Posteriormente a la
etapa de estabilidad se presentaron tendencias de decrementos en la CE, la cual concuerda
con el inicio del crecimiento y generacién de biomasa como lo indic6 Oswald (1988a),
causado por el consumo de nutrientes inorganicos que en solucion son relativamente
buenos conductores eléctricos (Giorgios y Georgakakis, 2011 y Yu et al., 2005). Sin
embargo, el tratamiento M+ACQO; con los consorcios microalgales, se presentd un aumento
de la CE durante los dias 28 - 30 de la evaluacion (Figura 5.9), lo cual podria explicarse
debido al inicio de la fase de declinacion en dicho tratamiento (tasa de crecimiento
negativo) caracterizada por la disminucion de células vivas de forma exponencial con una

constante k que depende de diferentes circunstancias (Monod, 1949) y por consiguiente la
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liberacion de componentes celulares al medio. En referencia al control 1SEN no se
observaron cambios significativos (P > 0.05) en la CE durante el periodo de evaluacion, sin
embargo el control 2CEN una vez finalizado el periodo experimental (dia 30) presentd un
decremento de CE (108.80 mS/m), aparentemente por el crecimiento de microalgas
silvestres no inoculadas, las cuales de igual manera exhibieron una relacion donde la

generacion de biomasa algal consecuentemente disminuye la CE (Oswald, 1988a).

El oxigeno (O;) es un producto de la fotosintesis y su liberacion en el agua contribuye a un
mayor nivel de oxigeno disuelto (OD), por lo tanto, un aumento neto en el pH y los niveles
de OD indica el crecimiento de algas (Giorgios y Georgakakis, 2011). El OD, indic6 un
incremento considerable durante los primeros 8 dias de evaluacion con los consorcios
microalgales, no observandose efecto de la fase de latencia o diferencias considerables
entre los 3 distintos tratamientos, representando una tasa de crecimiento de OD constante
(Monod, 1949). Esto puede explicarse debido a que los 3 tratamientos tuvieron, aunque por
diferentes mecanismos, cierto grado de aireacion lo cual logré un enriquecimiento similar
de oxigeno en el EE PTAR. Asimismo y posterior a los 8 dias los niveles de concentracion
de OD se encontraron entre 7 y 11 mg/L (Figura 5.10), el cual es un intervalo 6ptimo para
soportar la vida acuética, considerado por la CNEPA (2002) en el rango de muy buena
calidad en aguas superficiales. Sin embargo se debe considerar que existe una relacién
inversa entre la temperatura y la concentracion de OD (i.e. menor temperatura, mayor
oxigeno disuelto) (Horne y Goldman, 1994), por lo que hay que recordar que el periodo
experimental fue en temporada invernal y que la toma de muestra fue durante el dia con
presencia de luz, condicion donde las algas producen oxigeno a traves de la fotosintesis
elevando la liberacion de oxigeno en el agua y aumentando el OD (Masojidek et al., 2004).
Independientemente de la actividad fotosintética el control 1SEN exhibio buena calidad de
OD (= 10 mg/L), posiblemente debido a las condiciones de temperatura y a la no
hermeticidad del recipiente, obteniendo un resultado similar con respecto al control 2CEN

que presentd un ligero aumento de OD con respecto al control 1SEN (Tabla 5.4).

85



6.8.- Cinética de remocion de solubles inorganicos N-NO,", N-NO3", N-NH,* durante
evaluacion de tratamiento de EE PTAR en el sistema de fotobiorreactores

Abdel-Raouf (2012) sefiala que de forma general los tratamientos primarios y secundarios
aplicados habitualmente en aguas residuales municipales resultan en efluentes clarificados
aparentemente limpios que se descargan en cuerpos de aguas naturales; sin embargo,
comudnmente se encuentran con concentraciones de N y P que causan eutrofizacion.
Exactamente estas mismas caracteristicas las presenta el EE PTAR utilizado en el presente
proyecto, ya que tras recibir tratamiento secundario es descargado previo al cumplimiento
de la norma NOM-001-SEMARNAT-1996 sin estar regulada la acumulacién de N y P en
los cuerpos de agua receptores. Durante el tratamiento realizado en el experimento final del
presente proyecto, se observan concentraciones de especies de nitrogeno de NO,™-N, NO3'-
N, NH4*-N, que exhibieron distintas tendencias y decrementos en las concentraciones
durante el periodo experimental de 30 dias (Figura 5.11-5.13). Esto fue causado por los
consorcios microalgales 01 y 12, quienes desarrollaron conversiones de nitrogeno
inorganico (NO,’, NO3z, NH4", NH3, N,) a su forma orgénica a través del proceso de
asimilacion, tal como se ha reportado para todas las algas eucarioticas (Cai, Park y Li,
2013).

La concentracion de NO, mostré tendencias de incremento durante el periodo
experimental con un posterior descenso de concentracion para los 3 tratamientos aplicados
en los consorcios microalgales (01 y 12) (Figura 5.11), asimismo los controles 1SEN y
2CEN presentaron incrementos en la concentracion de NO;", debido quizas a 2 distintas
actividades por microorganismos, en la cual el control 1SEN aumentd la concentracion de
nitritos debido a la actividad de oxidacion bacteriana que se caracteriza por una
interconversion de NH;* a NO,  (Krekeler, 2008) y el control 2CEN posiblemente al
desarrollo de microalgas (Figura 5.14). El aumento de NO,  fue acompafiado por una
disminucion en la concentracion de NOj3;  durante la evaluacion del tratamiento, este
fendmeno de comportamiento anteriormente se observd previamente en un estudio
realizado con Chlorella sp. en un efluente PTAR (Wang et al., 2010). Esto puede ser
explicado debido a que la asimilacion en organismos fotosintéticos implica dos transportes
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y dos etapas de reduccion para producir amonio en el cloroplasto (Fischer y Klein, 1988;
Crawford, 1995). Por lo tanto, se genera NO," en el proceso en que el NO3™ es reducido a
NH," y posiblemente parte del NO,™ producido es excretado dentro del medio (Burhenne y
Tischner 2000).

Aunque el NH;" es la especie de N preferentemente asimilada por las microalgas debido a
no requerir una reaccion redox, el NO3™ es la forma mas oxidada y la forma termodinamica
con mayor estabilidad en ambientes acuéaticos oxidados, siendo por lo tanto la de mayor
predominancia (Barsanti y Gualtieri, 2006). Sin embargo, el NO3™ puede ser también una
fuente de nitrégeno esencial para las microalgas, debido a que en presencia de NO3™ se
induce la actividad de la enzima nitrato reductasa, mostrando ventaja al amonio debido a
que esta especie en exceso (> 20 mg/L) puede tener un efecto represivo en el desarrollo de
las algas (Morris y Syrett, 1963). En la presente experimentacion, el NO3™ fue la especie de
nitrégeno inorgénico disuelto predominante en el agua PTAR con un valor inicial de 13.40
mg/L de NO3™-N, manteniendo relativa estabilidad en su concentracion a 16 y 22 dias de
tratamiento por los consorcios microalgales 01 y 12 (Figura 5.12), igualmente el control
2CEN mantuvo estabilidad durante al menos 20 dias, con una posterior reduccién
considerable al término de la evaluacién a razén del crecimiento de algas y con diferencia
del control 1SEN que obtuvo poca disminucion de NO3™ debido a la ausencia de luz solar y
no presentar crecimiento aparente de organismos fotosintéticos. Esta estabilidad previa al
decremento quizas fue debida a que la absorcion de NO3™ por las microalgas depende de la
cantidad y calidad de luz solar irradiada (Converti, 2006), ademas de la adaptacién celular
por parte de los consorcios en la fase de latencia (Monod, 1949). Durante el tratamiento se
observaron reducciones de NO3™ (Figura 5.12) y aumentos de pH (Figura 5.8), esta relacion
anteriormente se ha reportado en estudios donde se ha asimilado NO3;™ como fuente de N, a
diferencia del NH,* como fuente principal de N, el cual es capaz de disminuir el pH hasta
valores de 3.0, condicion demasiada acida para apoyar el crecimiento microalgal (Becker,
1994; Benemann, 1989).

El NH,4" durante el tratamiento presentd tres tendencias subsecuentes de comportamiento:

aumento, estabilizacion y disminucion de su concentracion (Figura 5.13). Este tipo de
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comportamiento posiblemente es explicado por la interconversion metabdlica en la cual el
NO;3™ es reducido a NH;" por el efecto de la actividad fotosintética de las microalgas
(Fischer y Klein, 1988; Crawford, 1995). Sin embargo, las formas de N: NH;*/NH3 son
altamente dependientes de la temperatura y del pH, siendo este ultimo posiblemente el
factor mas importante ocasionado en el agua durante el tratamiento por la actividad
fotosintética desarrollada por los consorcios microalgales. Esto se debio a la formacion de
especies de NH;*/NH3z en funcion del pH, tal como se explica en el diagrama de
predominancia, donde concentraciones inferiores de 9.25 de pH favorecen la formacion de
NH," y valores superiores a 9.25 de pH, ocasiona que el NH3 (gas) predomine sobre el
NH,4" (Abeliovich y Azov, 1976, Giorgios y Georgakakis, 2011); esto fue una condicion
favorable presente bajo las condiciones del tratamiento, lo cual facilito la remocion de
nitrégeno en forma de NH3 en relacion al pH (Figura 5.8), mismo efecto que también
exhibieron los controles 1SEN y 2CEN (Figura 5.14).

6.9.- Cinética de remocion de NT, NID y N Org durante evaluacion de tratamiento de

EE PTAR en el sistema de fotobiorreactores

EI N se puede encontrar en diversas formas (NO3", NO,", NH4", NH3, N») y para el caso de
efluentes PTAR municipales e industriales este es reportado como nitrégeno total,
nitrégeno organico o nitrogeno Kjeldahl (nitrégeno organico mas amonio) (Smith et al.,
1999). El nitrégeno total (NT) comprende la suma de nitrégeno de nitratos (NO3™-N),
nitrégeno de nitritos (NO,™-N), nitrogeno amoniacal (NH3-N) y nitrdgeno organico unido
organicamente (N Org) (Stenholm et al., 2009). El efluente presentd una concentracion
inicial de 17.3 mg/L de NT en las cuales las tasa de eliminacion de NT por parte de los 3
tratamientos a 30 dias de evaluacion para el consorcio 12 mantuvieron tendencias al
decremento obteniendo reducciones en un intervalo de 64.40 a 75.53% (Figura 5.15 y Tabla
5.5). De forma similar, el consorcio 01 provoco reducciones importantes de NT en el agua
previo al término de la evaluacién (dia 26) con porcentajes de asimilacion ubicados entre
67.46 a 82.80%, sin embargo, una vez concluido el periodo experimental (dia 30) los

porcentajes de remocion disminuyeron con tasas porcentuales comprendidas entre 52.57 y

88



64.22% probablemente por el efecto de lisis celular (muerte celular) originada por la
disminucion de sustratos necesarios (C, N y P) o acumulacion de productos inhibidores
toxicos para las células, condiciones definidas de la tasa de crecimiento nulo (Monod,
1949) (Figura 5.15 y Tabla 5.5), ademaés del control 2CEN que obtuvo una disminucion de
37.76% debido a que exhibid crecimiento de microalgas a diferencia del control 1SEN que
solamente obtuvo una reduccion de 2.60% (Figura 5.16 y Tabla 5.5). El alto consumo de N
es debido a que es el segundo nutriente de mayor importancia a seguir después del carbono
para el desarrollo de las microalgas (Becker, 1994). Sin embargo, se debe de considerar que
las principales formas de nitrégeno inorganico presentes en EE PTAR son NH4", NO,',
NOj3" y que su suma conforman el Nitrégeno Inorganico Disuelto (NID) (Horan, 1990) son
las formas de N ambientalmente mas relevantes y las que realmente causantes de la
eutrofizacion de cuerpos acuaticos, ya que su presencia, en primera estancia, incrementa la
productividad primaria (crecimiento de organismos fotosintéticos) ya que las especies que
conforman el NID son altamente asimiladas por las microalgas (Chen, et al., 2011 Evonne
y Tang, 1997).

Una vez aclarado esto, se observa durante el desarrollo del presente proyecto una
concentracion inicial en el agua de 13.66 mg/L de NID previo a los tratamientos con los
consorcios 01 y 12. Se pudo observar una tendencia similar de comportamiento con
respecto a la cinética del NT, pero con tasas de remocion a 30 dias de tratamiento
notablemente superiores a las alcanzadas con el NT; con valores de 75.95, 82.49 y 97.66%
correspondientes a los tratamientos: M, M+A y M+ACO; usando el consorcio 12, mientras
que el consorcio 01 resulté con tasas de asimilacion de 92.19, 97.68 y 98.13% para los

tratamientos M, M+A y M+ACO,, respectivamente (Figura 5.17 y Tabla 5.6).

Es importante destacar, que en los tratamientos utilizando el consorcio 01 no se observé
una disminucion del porcentaje de asimilacion de NID al término de la evaluacién, tal
como sucedié con los porcentajes de reduccion del NT (Tabla 5.5). Posiblemente la
disminucion del porcentaje de asimilacion del NT se debi6 a un consumo significativo de
nutrientes con el consecuente agotamiento de un sustrato necesario para el crecimiento de

las microalgas, exceso de sustrato orgdnico o debido a la acumulacién de metabolitos
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autoinhibidores para las células en el EE PTAR TM, lo cual es caracteristico de la fase
estacionaria (tasa de crecimiento nulo), en donde aungue no hay aumento neto de
microorganismos, hay reproduccion y la aparicion de nuevas células que se compensan por
la muerte celular de otras (Monod, 1949). Esto se hace factible dado que se observa un
aumento considerable de N Org con el consorcio 01 en los tratamientos: M, M+A y
M+ACO:; al dia 30 de experimentacién (Tabla 5.6), el cual posiblemente se halla originado
por lisis celular, ademas de tener concentraciones de pH muy superiores a las optimas para
cultivos de produccion de microalgas (8.2-8.7) (FAO, 1996), alcanzando valores de
alrededor de 11 unidades de pH para los tratamientos M y M+A durante los ultimos dias de
evaluacion y con valores que van de 7.61 a 10.61 de pH para las Gltimas 4 mediciones del
tratamiento M+ACQO, . Esto no ocurrié en el caso de la remocion de NID en los
tratamientos usando al consorcio 01, que como se muestra en la Tabla 5.6, tuvo una mayor

eficiencia comparado con el NT.

Las concentraciones de NID durante y tras el periodo de evaluacion indicaron distintas
eficiencias en la capacidad de remocion de acuerdo a los tratamientos, obteniendose de
manera general el orden de M+ACO;, > M+A=M. Los controles 1SEN y 2CEN mostraron
las mismas tendencias presentadas en la reduccion del NT con 2.60 y 37.76% para el
control 1SEN y 2CEN respectivamente; sin embargo, se exhibieron mayores porcentajes de
asimilacion de NID obteniendo para el control 1SEN 18.77%, y el control 2CEN (con
crecimiento microalgal) 40.69% pese a mostrar estabilidad a los primeros 20 dias del
desarrollo experimental (Figura 5.18 y Tabla 5.6).

6.10.- Cinética de remocion de PO,>-P durante evaluacién de tratamiento de EE

PTAR en el sistema de fotobiorreactores

El consumo metabodlico del N y P por las microalgas esta estrechamente relacionado, por
ejemplo, la abundancia del fésforo es de poca utilidad para el crecimiento de las microalgas
si no hay nitrogeno y viceversa (Garbisu et al., 1993). Ambos nutrientes estan presentes en
el EE PTAR de estudio que contiene compuestos inorganicos tales como los iones NO;',
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NO3", NH," y PO4*, cuya relevancia principal, como se ha mencionado antes, estriba en
gue una vez presentes en cuerpos de agua receptores tiene la capacidad de provocar
floraciones de microalgas nocivas (Sawayama et al., 1998). El P al igual que el N es el
segundo macronutriente esencial para el desarrollo de las microalgas, aunque sus
requerimientos son en menores cantidades; por ejemplo, se sabe que las microalgas no
requieren de grandes cantidades de P, de hecho su composicion es de menos de 1% de la
misma, sin embargo, su real relevancia estriba en que es un nutriente muy importante como
factor limitante de crecimiento (Grobbelaar, 2004; McKinney, 2004). No obstante, existen
relaciones N/P Optimas donde se puede obtener la méxima eliminacién de nutrientes,
aungue estas relaciones N/P son altamente especificas dependiendo de la microalga en
cuestion (Kunikane, 1984). EI EE PTAR en el presente proyecto presentd una
concentracion de 2.29 + 0.04 mg/L, la cual en apariencia podria ser una concentracion no
asimilable en una cantidad considerable debido a la baja relacion N/P, no obstante existen
reportes que han indicado que cuando se encuentra una cantidad suficiente de nitrégeno el
fosforo es notablemente consumido (Laliberte et al., 1997). Al término del tratamiento con
el consorcio 01, se observaron porcentajes de eliminacion de P muy similares y sin una
diferencia estadistica significativa (P > 0.05) obteniendo un intervalo de 89.96 a 93.45%.
Los tratamientos M y M+A efectuados con el consorcio 12 resultaron con valores de 94.32
y 89.52% de eliminacion, si bien el tratamiento M+ACO; present6 un valor de 79.91% a 30
dias, previamente en el dia 26 obtuvo 83.41% (Tabla 5.7). Estos resultados indican
porcentajes de remocién eficiente aun y cuando de los tratamientos de reduccion de
contaminantes eutréficos, el P se sefiala como el mas complejo de eliminar (de-Bashan y
Bashan, 2010).

La forma quimica de P preferentemente utilizado por las microalgas es la del ortofosfato
(PO.™); en los sistemas acuéticos se dispone de una forma pentavalente en una mezcla
disociada y particulada, donde ademas el P organico se vuelve disponible al hidrolizarse
por enzimas extracelulares (Corell, 1998). EI comportamiento de la remocién de P durante
el tratamiento se observa en la Figura 5.19, que al igual que el N se debe tomar en cuenta
gue no solo es regulado por la absorcién de las células, sino también por las condiciones
externas, tales como el pH, pudiendo el P precipitar bajo condiciones de pH elevado (entre
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9 y 11) formando ortofosfato de calcio Caz(PO,),, (Cai, Park y Li, 2013; Laliberte et al.,
1997). Dicha condicion de pH elevado 9 - 11 se obtuvo durante la prueba de tratamiento del
EE PTAR (Figura 5.8), indicando que ademas de la asimilacion de P como nutriente, la
remocion de P del agua pudo haber sido complementada por medio de precipitacion

quimica, asi como por adsorcién en superficie de las microalgas (Martinez, 2000).

Las concentraciones de P inorganico soluble en los controles indicaron dos tipos de
comportamiento: el control 1SEN present6 una relativa estabilidad asociada con un ligero
aumento de 14.41% con respecto al valor inicial (2.29 + 0.04 mg/L) al término de la
evaluacion (Figura 5.20 y Tabla 5.7), posiblemente debido a la oxidacién y disolucion de la
materia organica residual presente en el EE PTAR, la cual pudo haber roto las ligaduras
organicas del fosforo (C-P y/o C-O-P) (Corell, 1998); y el control 2CEN que tras 20 dias de
mantener una relativa estabilidad present6 un efecto de disminucién de fésforo a razon del

crecimiento de microalgas exhibido.

6.11.- Comportamiento de la concentracion de COT durante evaluacién de
tratamiento de EE PTAR en el sistema de fotobiorreactores

Considerando el requerimientos de nutrientes para el desarrollo de las microalgas, el
carbono es el elemento mas importante constituyendo comidnmente un 50% de la biomasa
microalgal (Lee y Lee, 2001). La mayoria de las fuentes de carbono existentes en sistemas
acuaticos se encuentran en formas oxidadas (inorganicas), combinadas con el oxigeno
molecular, como el diéxido de carbono (CO,), bicarbonato (HCO3") o carbonato (CO3%),
siendo estas fuentes utilizadas para la sintesis de moléculas organicas a través de la
reduccién quimica de la fotosintesis (Falkowski y Raven, 2007). Aunque algunas especies
de microalgas crecen utilizando compuestos organicos como fuentes de energia y/o fuentes
de carbono (Vonshak, 1990; Rippka, 1972), las microalgas en general son organismos
fotoautotrofos (Goldman, 1979). En el experimento utilizando el sistema de
fotobiorreactores, se encontrd una concentracion inicial de 18.28 mg/L de COT en el EE
PTAR, consiguiendo una relativa estabilidad a lo largo de la fase experimental (Figura
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5.21), en donde al final de la evaluacion se encontraron decrementos porcentuales de COT
en el orden de 15.29 a 25.58%, con excepcién del tratamiento M+ACO, usando el
consorcio 12, el cual al dia 30 mostré un incremento de 76.73 mg/L COT, lo cual es
equivalente a un aumento de 322.06% con respecto al valor inicial (Tabla 5.8). Esto se
explica a razon de que los consorcios microalgales fueran organismos que metabolizan el
carbono por fotoautotrofia, caracterizado por utilizar como Unica fuente de energia la luz
solar y utilizar exclusivamente los compuestos inorganicos como unica fuente de carbono
(Chojnacka et al., 2004), por lo que en tratamiento no se observa un consumo metabdlico
con consecuente reduccion de carbono organico en el EE PTAR TM. Cabe sefialar que
tampoco se mostrd un aumento de COT a excepcion del consorcio 12 tratamiento
M+ACO,, concordando con estudios que indican que posterior a cierto punto de
crecimiento estable de microalgas existe un aumento de COT debido a la fase de
declinacion caracterizada por lisis celular con consecuente aumento de carbono organico
(Mata et al., 2012), asimismo la concentracién COT en los tratamientos se mantuvo estable
a diferencia de lo reportado por Cho et al. (2011) quien obtuvo aumentos en la

concentracion de COT proporcional al aumento de la productividad de biomasa.

Los controles 1SEN y 2CEN indicaron distintas tasas de remocion de COT al término del
periodo con 43.38 y 19.69%, respectivamente (Tabla 5.8), esta diferencia donde el control
1SEN obtuvo mayor decrecimiento (Figura 5.22), podria ser resultado de la actividad
bacteriana presente en dicho control sin competencia con microalgas, y que pudo haber
disociado el carbono orgénico de la materia organica (Krekeler, 2008), por otra parte la
menor remocion de COT se obtuvo en el control 2CEN, tomando en cuenta que presentd
crecimiento microalgal no inoculado, lo cual concuerda con el estudio realizado por
Moawad (1968) que observd que los factores ambientales que fueron favorables para el

crecimiento de las algas eran desfavorables para la supervivencia de bacterias.
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6.12.- Micronutrientes durante evaluacion de tratamiento de EE PTAR en el sistema

de fotobiorreactores

En esta seccion se presentan resultados de la concentracion de iones metalicos (Na, K, Ca,
Mg y Fe) en el efluente PTAR original y posterior al tratamiento en el sistema de
fotobiorreactores. Hay que sefialar que la concentracion de dichos metales
(micronutrientes) se encuentra de antemano bajo el cumplimiento de la norma NOM-001-
SEMARNAT-1996 en el EE PTAR a tratar; sin embargo, resulta interesante conocer si el
cultivo de microalgas, ademas de lograr la remocion efectiva de N y P, sirve también como
un pulimento para mejorar la calidad del agua tratada en cuanto a su contenido de otros

elementos.

Las microalgas han sido reportadas por su mayor eficiencia en la remocion de metales (e.g.
micronutrientes) en comparacion a bacterias y hongos, dado que poseen mecanismos de
adsorcion relacionados con su gran superficie y alta afinidad de union (Wang et al., 2009).
Ademas, las microalgas presentan diversas eficiencias dada su amplia gama de tamafios,
formas y composicion de la pared celular, siendo esta ultima la caracteristica principal en la
unién de metales (Wang et al., 2009). En el presente proyecto, la concentracion de Al en el
EE PTAR se encontro inicialmente por debajo de los limites detectables (< 0.03 mg/L), por
otro lado el Cu con concentracion inicial en el EE PTAR de 0.11 mg/L, quedo por debajo
del limite de deteccién < 0.03 mg/L al término del tratamiento en el sistema de
fotobiorreactores. En general, los porcentajes de remocion para los iones metalicos (Na, K,
Ca, Mg y Fe,) se encontraron en un intervalo de 2.12 a 95.14%. Se observaron diferencias
estadisticas significativas (P < 0.05) en los iones: Na, K, Ca, Mg y Fe, con la excepcion de
la concentracion de K y Mg a base del tratamiento M+ACQO; con los consorcios 01 y 12,
respectivamente (Tabla 5.9 y 5.10). Con respecto a los controles 1SEN y 2CEN no se
presentaron reducciones importantes en Na y Mg; sin embargo, se presentaron remociones
de hierro de 96.25 y 95.81% (control 1SEN y 2CEN) similares a las obtenidas en el
tratamiento con los consorcios. El K se logro remover en un 33.24 y 28.56% para el control
1SEN y 2CEN, respectivamente. Asimismo, se encontraron diferencias con la
concentracion de Ca removido, en la que el control 1SEN redujo solo 13.58% en
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comparacion de 56.53% conseguida por el control 2CEN (Tabla 59 y 5.10). La
disminucion de minerales en los tratamientos a base de los consorcios y el control 2CEN
que presentd crecimiento microalgal, pueden ser justificadas, debido al requerimiento por
parte de las microalgas que ademas de consumir los elementos basicos (C, N, y S),
requieren de componentes idnicos como Na, K, Fe, Mg, Ca y otros elementos trazas, de los
cuales su absorcidn e interaccion metabolica no se comprenden en totalidad (Cai, Park y Li,
2013).

Los decrementos de los minerales K, Ca y Fe, en los controles 1SEN y 2CEN (Tabla 5.10),
posiblemente fueron debidos al consumo por actividad bacteriana, sin embargo resulta
interesante que se encontraran distintos decrementos de Ca consumiendo 56.53% por parte
del control 2CEN a diferencia de 13.58% en el control 1SEN que no tuvo crecimiento de

algas.

En resumen, la alta tasa de remocion de Na, K, Ca, Mg y Fe del EE PTAR TM por el
sistema de fotobiorreactores y por consiguiente, la acumulacion de estos metales en la
biomasa de las microalgas, siguiere el potencial uso de dicha biomasa como un
biofertilizante con alta concentracion de micronutrientes aplicable para suelos deficientes

en los mismaos.

6.13.- Productividad (produccién/biomasa) en consorcios microalgales 01 y 12 durante
el tratamiento del EE PTAR

Los valores de productividad en g/L realizados durante el periodo experimental (dias: 10,
20 y 30) indicaron un crecimiento favorable en todos los tratamientos con concentraciones
a 30 dias en un intervalo de 0.315 a 0.880 g/L (valor determinado a partir de muestreo
aleatorio simple) y de 0.398 y 0.807 g/L (valor determinado a partir de la cosecha total)
(Tabla 5.12). En concordancia con los resultados de COT, donde las concentraciones de
biomasa no sefialan el inicio de la fase de declinacion (disminucion de biomasa y aumento

de COT), a excepcién del tratamiento 12 M+ACO, que mostré incrementos de COT al
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término de la evaluacion (30 dias) (Figura 5.21) y diferencias en la productividad
determinada con valores de 0.880 y 0.543 g/L a partir de los andlisis consistentes en el
muestreo aleatorio simple y cosecha total respectivamente (Tabla 5.11 y 5.12) las cuales
son posiblemente causadas por la lisis celular con consecuente aumento de carbono
orgénico (Mata et al., 2012). El resultado de productividad (BS) expresado a partir de la
cosecha total resultdé en recuperaciones de 6.04 a 12.34 g, equivalentes a porcentajes de
generacion de biomasa comprendidos entre 1181 y 2394% con respecto a la concentracion
inicial de inéculo 0.607 g (Tabla 5.12). Asimismo se obtuvo distintos valores de solidos
sedimentables (biomasa sedimentada), lo que también podria indicar distinta densidad de
peso humedo o absorcion de agua debido a que las microalgas presentan distintos tamafios,
con diametros tipicos entre 3-30 um (Christenson y Sims, 2011; Grima et al., 2003) que por

consiguiente afecta su &rea superficial.

Estudios del desarrollo celular en microalgas en la fase exponencial han reportado que
pueden duplicar su biomasa en periodos tan cortos como 3.5 h (Chisti, 2007; Metting,
1996; Spolaore et al., 2006), mostrando alta actividad de desarrollo. Wang y Lan (2011)
han estudiado la produccion de biomasa en un medio simulado de agua residual urbana tras
su tratamiento secundario mediante el cultivo de Neochloris oleoabundans, obteniendo una
concentracion de biomasa de 2.1 g/L, una produccién de 0.233 g/Led. Cabe sefialar que
dichos experimentos se realizaron bajo el control de condiciones dOptimas de desarrollo
celular (concentracion adecuada de indculo, fotoperiodo, luz, temperatura, pH, balance
nutricional y esterilizacion del medio), en contraste, el presente experimento utilizd
efluentes reales eutroficos de agua PTAR, bajo condiciones de intemperie en temporada
invernal con temperaturas adversas y no optimas (Figura 4.5) con un promedio general de
13.13 + 4.97°C y una densidad baja de indculo de 0.034 g/L (BS) en comparacion a otros
estudios con microalgas que han utilizado 0.150 g/L (BS) (Costa et al., 2002; de Morais et
al., 2007) limitaciones que son factores de la prolongacién de la fase de latencia (Lau et al.,
1995) la cual posiblemente para los consorcios microalgales 01 y 12 se encontraron de 12 y
22 dias respectivamente en referencia a los decrementos observados en la CE (Figura 5.9),
el cual es debido al consumo de nutrientes inorganicos que en solucion son relativamente

buenos conductores eléctricos (Giorgios y Georgakakis, 2011 y Yu et al., 2005),
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presentandose menor CE a mayor productividad (Oswald, 1988a). En razén a esto se
obtuvieron concentraciones menores de productividad durante el tratamiento experimental
del efluente real con productividades en el intervalo de 0.013 a 0.027 g/Led (Tabla 5.12),
sin embargo el efluente PTAR se presenta como un medio idoneo donde la investigacion y
mejoras en factores operacionales escalables econémicamente (e.g. aireacién) influiran
altamente en la tasa de conversion de contaminantes (nutrientes eutr6ficos) en biomasa
(Eriksen, 2008).

6.14.- Caracterizacion fisicoquimica de biomasa de microalgas

La importancia ambiental y prioridad de un tratamiento de agua basado en el uso de
microalgas es la eliminacion de contaminantes de manera eficiente, donde el control de
cultivo para la obtencion de una composicién definida de una microalga especifica es algo
sin mucha relevancia (Gantar et al., 1991; de la Nole et al., 1992); aun bajo estas
condiciones, la biomasa generada de microalga, dependiendo de sus caracteristicas, tendra
la capacidad de ser un subproducto potencialmente valioso (Mata et al., 2010., Wan Loy
Chu 2012). A la fecha, pocos estudios se han enfocado en considerar en forma combinada
los aspectos prometedores de producir biomasa mientras se lleva a cabo simultdneamente la
remocion bioldgica de contaminantes en descargas eutréficas (Aslan y Kapdan, 2006). Los
resultados obtenidos en el sistema de fotobiorreactores de la composicion de biomasa
porcentual cosechada para nitrogeno total kjeldahl (proteina), fosforo total, cenizas y
lipidos se observan en la Tabla 5.13. Se obtuvieron distintos resultados entre consorcios y
tratamientos, debido a que la composicién quimica de la biomasa de microalgas puede
variar significativamente entre especies y/o bajo las diferentes condiciones de cultivo tales
como: alcalinidad del medio, pH, temperatura, disponibilidad y concentracion de nutrientes,
tipo de luz, densidad celular, contaminacion o depredacion por otros organismo (Brown et
al., 1997).

El contenido de N de la biomasa puede variar de 1% a mas del 10%, dependiendo de la

cantidad, disponibilidad y tipo de fuente de nitrégeno en el medio en que se desarrolla
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(Grobbelaar, 2004). La concentracion de NT en la biomasa seca de las microalgas al final
del experimento de tratamiento fue de 0.48 a 1.00% que equivalen a una concentracién
proteica de 3.00 a 6.25%, obteniendo diferencias estadisticas y concentraciones crecientes

de nitrogeno entre los tratamientos M+ACO, < M+A < M, respectivamente (Tabla 5.13).

El fosforo es un macronutriente esencial y factor clave en el metabolismo energético de las
algas y se encuentra en los acidos nucléicos, lipidos, proteinas, y los compuestos
intermedios del metabolismo de carbohidratos (Kuenzler, 1965). En el presente
experimento, se obtuvieron concentraciones ubicadas en 0.34 a 0.65% (Tabla 5.13)
concordando con reportes que indican que el contenido de P en la biomasa, generalmente se
presenta a concentraciones menores de 1% de la misma (Grobbelaar, 2004; McKinney,
2004). La produccion de lipidos por microalgas depende de las condiciones ambientales,
los métodos de cultivo, y la fase de crecimiento (Thompson 1996, Tsuzuki et al., 1990). El
porcentaje de lipidos en cultivos puros de microalgas se ha reportado desde 1 al 85%, al ser
expuestos a diferentes longitudes de cadena de carbono, grados de instauracion y polaridad
(e.g. reviews en Chisti 2007, Metting 1996 y Enssani 1987). Sin embargo, el contenido de
lipidos generados en consorcios microalgales cultivados en aguas residuales rara vez se han
informado. Por ejemplo, se ha reportado una composicion de 14 a 29% de lipidos en
biomasa (base seca) en el cultivo de un consorcio de microalgas a intemperie durante un
periodo de 6 dias, en aguas residuales municipales y de la industria de lacteos (utilizando
concentraciones de 10 y 25%, diluidas con agua de grifo), en aireacién (1.5 L/min)
enriquecida con CO; (0.015 mL/min), con control de pH y en una temperatura ambiental
promedio de 30.6°C (Woertz et al., 2009).

En el presente estudio se obtuvo una concentracion de lipidos ubicada entre 0.45 a 4.33%,
observandose un aumento estadisticamente significativo en los tratamientos con aireacién
enriquecida con CO,, siguiendoles en ese orden los tratamientos M y M+A (Tabla 5.13).
Cabe sefalar que la acumulacion de lipidos por las microalgas aumenta drasticamente bajo
condiciones limitadas de nutrientes, en contraste a la acumulacion de biomasa que se
produce cuando los nutrientes son suficientes (Fan et al., 2014). Basados en esta

informacion, se podria sugerir el uso de sistemas de cultivo de microalgas basados en el
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tratamiento de aguas utilizando dos etapas, la primera y de importancia ambiental, en la que
hay reduccion de nutrientes por el tratamiento al tiempo que maximiza el crecimiento
celular y la segunda, en las que posteriormente las microalgas se desarrollan en un entorno
bajo de nutrientes (Cai, Park y Li, 2013), lo cual en teoria, induciria la produccion y
acumulacién de lipidos en las microalgas, las cuales como se ha mencionado anteriormente,

tendrian un potencial uso para la produccion de biocombustibles.

Las microalgas vivas son bioacumuladoras eficientes de iones metalicos (micronutrientes),
sin embargo, muchos de los micronutrientes pueden ser tdxicos para la mayoria de especies
de algas en altas concentraciones, sin embargo algunos de estos micronutrientes presentes
en el agua tienen la propiedad de formar complejos precipitables con otros
elementos esenciales, reduciendo asi su disponibilidad y bioacumulacién. No obstante se
sabe que las microalgas pueden ademas proporcionar un método factible para el tratamiento
de aguas residuales contaminadas con metales, debido a que algunas cepas de algas son
particularmente tolerantes a los metales pesados y su potencial para absorber metales se ha
demostrado (Mehta et al., 2005). Los porcentajes de cenizas (i.e. minerales) de la biomasa
microalgal cosechada al final del experimento se encontraron con valores de 29.26 a
53.04% (Tabla 5.13), indicando una alta asimilacion de minerales aun a bajas
concentraciones de los mismo, dado que la descarga ya se encontraba en cumplimiento de
la norma NOM-001-SEMARNAT-1996 previo al tratamiento avanzado propuesto en el
presente proyecto en el sistema de fotobiorreactores. Esto es importante, ya que representa
un pulimento y mejoramiento de la calidad del agua previo a su descarga definitiva. Bajo
las condiciones de estudio y dadas las caracteristicas del EE PTAR y la composicién de la
biomasa generada, seria poco recomendable sugerir el uso de dicha biomasa para la
generacion de biocombustibles dado que un aumento de contenido de cenizas tipicamente
resulta en una reduccion en el valor calorifico de los combustibles (Tan y Lagerkvist), sin
embargo se propone la utilizacion de la biomasa generada para su uso potencial como
biofertilizante, debido a que el punto méas importante a destacar referente al estudio de la
composicion de las microalgas en el presente estudio, es el alto contenido de minerales
(hasta mas del 50%) acumulados. Dichos minerales al ser micronutrientes (e.g. K, Mg, Ca,

Na, Fe y Cu) convierten a la biomasa generada en un valioso recurso como un potencial
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biofertilizante aplicado en zonas con suelos deficientes en micronutrientes y baja fertilidad
originada por erosion (Mata et al., 2010; Spolaore et al., 2006), existiendo estudios que han
indicado que el uso de microalgas secas como aditivos en suelos mejoran altamente la
disponibilidad de nutrientes en las plantas y que estas a su vez mejoran todas las reacciones
fisiolégicas que llevan a un buen crecimiento, donde una cantidad de 2 a 3 g (microalgas
secas ) por Kg (suelo) pueden mejorar la fertilidad y suplementar a las plantas de los
nutrientes necesarios para la obtencion de buenos rendimientos, ademas de conducir a una
menor contaminacion del ambiente (Fayza A., Faheed y Zeinababd - el Fattah, 2008), de
esta manera se contribuye al total aprovechamiento de los subproductos generados en el

proceso (agua y biomassa).

6.15.- Analisis del ciclo de vida del proceso (ACV) en el sistema de fotobiorreactores

En el presente estudio, se realizé un analisis del ciclo de vida (ACV) a razon de determinar
la sustentabilidad y demostrar la viabilidad de un tratamiento terciario fotosintético,
aplicado en condiciones de intemperie (fotoperiodo, cantidad / calidad de luz, temperatura),
gue hace uso de consorcios de microalgas nativos en un sistema de fotobiorreactores de
bajo esfuerzo de corte y coste energético (patente MX/a/2012/014898), evaluado bajo tres
distintos tratamientos: M, M+A, M+ACO,, del cual la suplementacion eléctrica (para el
sistema de mezclado y aireacion) fue generada en su totalidad por el uso de un panel solar
(Tabla 5.14) descartandose asi el consumo eléctrico exterior en el ACV aplicado a la
evaluacion del tratamiento de remocion de contaminantes eutroficos (N y P) y mejora de
calidad de descarga de un EE PTAR real (sin modificacion e.g. por diluciéon o con adicién
de reactivos y catalizadores quimicos). No obstante, el tratamiento M+ACO,, disefiado
para evaluar la variacion en la composicion fisicoquimica de la biomasa generada al estar
suplementado por CO, (Park y Craggs, 2010), en la aireacion (1.8 vvm) enrigquecida con
CO,, presenté un consumo insignificante dada la baja tasa de suplementacién (5.55 x 10™
vvm) (Tabla 5.14) proporcionalmente menor al CO, capturado durante el crecimiento de la
microalgas (Acién et al., 2012), por lo tanto no contribuyendo a emisiones netas a la
atmosfera. Debido a esto se determiné su exclusion dentro del célculo final del ACV.
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Aunado a estas caracteristicas se ha indicado que el tratamiento terciario biolégico con
microalgas, el cual hace uso de la capacidad natural de las microalgas para la remocion y
asimilacion de N y P inorganico para su crecimiento, tiene la posibilidad y ventaja de ser
implementado a intemperie en una gran cantidad de sitios requiriendo practicamente el uso
de la luz solar (De la Noue et al., 1992; Sawayama et al., 1998). Propiedad que da la
aptitud de generar un efluente de alta calidad y ser ecolégicamente mas seguro (Oswald,
2003) no conduciendo a una contaminacién secundaria, en contraste a otro tipos de
procesos de tratamiento fisicoquimico (e.g. precipitacién quimica, ozonizacion, 0smosis
inversa 0 adsorcion con carbono) que en general pueden generar altos costos Yy
contaminacion secundaria (e.g. emisiones y quimicos contaminantes) (Abdel-Raouf, 2012;
Oswald, 1998b). De igual manera, la biomasa de microalga generada durante la mejora
(tratamiento) de calidad del EE PTAR, no puede ser considerada un residuo, ya que puede
ser cosechada para suministrar de manera sostenible la produccion de bioproductos con alto
valor econémico (Rahman et al., 2012; Christenson y Sims, 2011). En este caso de estudio

dada la matriz del EE PTAR se sugiere su uso potencial como biofertilizante (seccion 6.14).

En sumatoria las caracteristicas principales del sistema en operacion de fotobiorreactores
para el tratamiento de EE PTAR se engloban en la Figura 5.23, donde se demuestra la
sustentabilidad al no generar algin impacto ambiental, a consecuencia de: 1) no utilizar
reactivos quimicos, 2) ni consumo energético de toma de corriente, ademas de 3) no

ocasionar contaminacion.

101



Capitulo 7
CONCLUSIONES

Las zonas de colecta de microalgas, dentro de la subcuenca hidroldgica San Juan
presentaron una amplia biodiversidad de consorcios microalgales nativos, lo cual podria
ofrecer una extensa gama de opciones potenciales viables para el mejoramiento
fisicoquimico de la calidad de EE PTAR similares a los utilizados en el presente estudio
con el fin de seleccionar los mas efectivos bajo los extremos climaticos que existen en la

region.

Se cumpli6 el objetivo principal de la investigacion con el aumento de la calidad de
descarga y cumplimiento de la directiva 91/271/CEE, en EE PTAR a través del tratamiento
de reduccion de N y P. Las tasas de reduccion de NT fueron de: 64.40, 67.74 y 75.53% a 30
dias con los tratamientos: 12M, 12M+A y 12M+ACO, respectivamente, asimismo los
tratamientos 01M, 01M+A y 01M+ACO, presentaron reducciones de NT: 67.46, 82.80 y
79.00% a 26 dias.

De igual forma, la remocion de P en el efluente mediante el procedimiento propuesto se
logré el cumplimiento de la directiva 91/271/CEE, indicando altos porcentajes de
eliminacion de P con 93.45, 89.96 y 89.96% para los tratamientos 01M, 01M+A y
01M+ACO,. Igualmente, los efluentes tratados 12M, 12M+A y 01M+ACO; resultaron en
reducciones de p de 94.32, 89.52 y 79.91%.

Se observo una fase de latencia prolongada en los consorcios microalgales 01 y 12, con 12
y 22 dias respectivamente, lo cual pudo haber sido producto de las condiciones climéticas
tan extremas en las que se realizo el tratamiento (frio, poca irradiacion) y por la baja
proporcion de indculo. Se obtuvieron productividades finales microalgales de 0.013 a 0.027
g/Led, asimismo durante el periodo experimental se evidenciaron tendencias positivas de
crecimiento y estabilidad celular con excepcion del tratamiento 12M+ACQO; que posterior a

26 dias aumento el COT por la fase de declinacion.
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La alta tasa de bioacumulacién de 29.26 a 53.04% (BS) de minerales micronutrientes (e.g.
K, Mg, Ca, Na, Fe y Cu) en la biomasa resultante del presente estudio permite sugerir su

uso como biofertilizante en suelos deficientes en los mismos.

Se demostro la viabilidad de la mejora de calidad de descarga en efluentes PTAR, al tener
altas remociones de N y P utilizando un tratamiento a base de microalgas nativas en un
sistema de fotobiorreactores, sin el uso de reactivos quimicos ni consumo energético de
tomacorriente, ni generacion de residuos peligrosos validado por un ACV, que dio
cumplimiento a la normativa internacional de descarga mas estricta (Directiva
91/271/CEE), con la ventaja de obtener un producto secundario potencialmente

aprovechable y de alto valor econdémico.
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PERSPECTIVAS Y APLICACIONES

La problemaética actual desencadenada por la eutrofizacion a nivel regional, nacional y
mundial en la mayoria de las aguas superficiales, demanda desarrollos tecnologicos
practicos de aplicacion con descargas reales y bajo condiciones naturales. Lograr procesos
sustentables en cuanto al tratamiento de agua para la mejora de calidad de efluentes,

ademas de requerir sistemas funcionales, que sean escalables.

El presente estudio es preludio e indicacion del potencial y las ventajas primordiales del uso
ambiental de consorcios de microalgas nativas, aplicadas bajo condiciones reales de
operacion, en un sistema de fotobiorreactores de bajo costo y con caracteristicas y factores
operacionales de escalabilidad econdmica rentable (mezclado, aireacion y enriquecimiento
con CO,) para el tratamiento avanzado y la alta mejora de la calidad fisicoquimica de
efluentes eutroficos PTAR, los cuales son generados de manera permanente. Se pretende
dar seguimiento y mejoramiento al sistema de fotobiorreactores construido y evaluado en el
presente proyecto de manera experimental, pero sobre todo por medio de transferencia de

tecnologia y comercializacion, una vez otorgadas la respectiva patente.
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