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RESUMEN

Julio César Beltran Rocha Fecha de Graduacion: Diciembre, 2017
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn
Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo del Estudio: “ESTUDIO DEL ACONDICIONAMIENTO Y SEMI—PURIFICACION DE
MICROALGAS NATIVAS PARA LA INDUCCION DE FLOCULACION, PRODUCCION DE BIOMASA
Y PULIMENTO DE EFLUENTES MUNICIPALES”

Numero de paginas: 71 Candidato para el grado de Doctor en Ciencias con Orientacién en
Microbiologia Aplicada

Area de Estudio: Biotecnologia Ambiental Aplicada

Propésito y Método del Estudio: La eutrofizacién es una problemética ambiental a escala mundial
ocasionada por la contaminacién por nutrientes (N y P) que promueve la consecuente degradacién de la
calidad del agua y funcién de los sistemas acudticos. Una de las principales fuentes responsable de la
eutrofizacion son los efluentes secundarios municipales que contienen remanentes de NO, , NOs;, NH;* y
PO,’". Entre los tratamientos para la depuracién de nutrientes en efluentes secundarios, se ha investigado y
destacado el uso de microalgas, debido a la alta eficiencia en la eliminacién de N y P a la par de no generar
contaminacion secundaria y producir biomasa potencialmente util. Cabe destacar que, la biomasa de
microalgas ha indicado un gran potencial para la obtencién y comercializacién de alimentos, biofertilizantes y
productos de alto valor (e.g. antioxidantes, bio-activos, etc.). Sin embargo, previo a la explotaciéon comercial
de las microalgas se debe superar el alto costo de la recuperacién de biomasa el cual contribuye con un 20 a
30% o mas del costo total de produccién. No obstante, previo a la aplicacion del cultivo de microalgas para la
produccion de biomasa de fécil cosecha y pulimento de los efluentes secundarios, la evidencia experimental
es esencial para: 1) realizar una adecuada selecciéon de microalgas nativas en base a su capacidad de:
adaptacion, floculacién, produccién de biomasa y eliminacién de nutrientes y 2) conocer y controlar
pardmetros criticos como: el pH, la disponibilidad de carbono y composicién del medio. Por estas razones, el
presente estudio se realizé en tres etapas: 1) selecciéon de consorcios de microalgas nativas en base a la
capacidad de floculacién y producciéon de biomasa bajo condiciones que contribuyen a la formacién de
agregados celulares de fécil cosecha (i.e. auto-floculacién), 2) seleccién de un consorcio de microalgas
durante su acondicionamiento, semi-purificacidon y resiembra en efluentes secundarios y 3) evaluacién de la
capacidad de floculacién, producciéon de biomasa, composicién fisicoquimica de la biomasa resultante y
pulimento de efluentes secundarios a intemperie durante el cultivo, acondicionamiento, semi-purificacién y
resiembra de un consorcio de microalgas.

Contribuciones y Conclusiones: En general, los resultados del acondicionamiento y semi-purificacién de
microalgas en efluentes secundarios durante su cultivo a intemperie, mostraron una mejora en la produccion
de biomasa (de: 66 a 167%) y capacidad de floculacion (de: 75 a 84%) ademds de una mayor reduccién en la
conductividad eléctrica (de: 9 a 18%), alcalinidad total (de: 13 a 50%), NO; -N (de: 31 a 54%) y PO, -P (de:
90 a 93% ). Es importante destacar, que se obtuvo una alta floculacién equivalente al rango (60 a 100%)
reportado por el uso de aditivos quimicos que en general son responsables de incrementar costos de
operacién. De igual forma, el pulimento de los efluentes secundarios sobresale al dar cumplimiento de la
Directiva 91/271/EEC (< 1 mg/L de fosforo total y < 10 mg/L de nitrégeno total) la cual es la legislacién més
estricta a nivel mundial. Por otra parte, el uso de los efluentes secundarios como medio de cultivo y el bajo
contenido de lipidos (0.35%) de la biomasa obtenida indicaron no ser convenientes para la produccién de
biodiésel. Asimismo, la alta concentracién de materia inorganica (46.5%) sugiere que la biomasa podria
reciclarse como biofertilizante debido al suministro de minerales y constituyentes organicos formados por C,
Ny P (e.g. carbohidratos, proteinas y lipidos).

Asesor: Dr. Ulrico J. Lopez Chuken Candidato a Doctor: MSc. Julio C. Beltran Rocha
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) Capitulo 1
INTRODUCCION Y JUSTIFICACION

1.1.- Introduccion

La descarga en exceso de nitrogeno (N) y fosforo (P) proveniente de las aguas residuales
hacia los cuerpos de agua superficiales provoca la eutrofizacion, el cual es un problema
ambiental a escala mundial que reduce la calidad del agua y altera la estructura y funcién de
los ecosistemas (Correll 1998; Dodds et al., 2009). Como medida de mitigacion, se ha
adoptado la eliminacion de los nutrientes de las aguas residuales previo a su descarga en el
medio acudtico (Dodds et al., 2009; Martinez et al., 2000; Rasoul-Amini et al., 2014;
Morris et al., 2017). Dentro de los tratamientos de depuracién se ha propuesto el uso de
microalgas debido a que han indicado ser eficientes en la eliminacion de N y P
(principalmente NH4*, NO,", NOs~ y PO,>"), proporcionando un proceso de tratamiento
rentable en comparacion a los procedimientos quimicos y fisicos, con la ventaja de ser una
tecnologia ambientalmente amigable y sostenible ya que no genera contaminantes
secundarios (Pittman et al., 2011; Gouveia et al., 2016). Esta importante caracteristica ha
llevado a investigar el uso de microalgas para tratar los efluentes de aguas residuales
municipales, los cuales son una de las principales fuentes de contaminacion de nutrientes
(Wang et al., 2010; Pittman et al., 2011; Cai et al., 2013). Como resultado, no sélo la
concentracion de N y P podria ser controlada, sino que también se conseguiria generar
biomasa de las microalgas que representa la materia prima para obtener productos de alto
valor, como 4cidos grasos, pigmentos y antioxidantes (Vigani et al., 2015) a partir del uso
de una solucién nutritiva practicamente libre de costo (i.e. agua tratada) (Guldhe et al.,
2017). Por otra parte, la biomasa completa podria ser procesada para aplicaciones tales
como nutricion humana, piensos, productos quimicos finos, biocombustibles y
biofertilizantes (Barsanti y Gualtieri, 2006; Rashid et al., 2014; Garcia-Gonzalez y
Sommerfeld, 2016).

Aunque la biomasa de las microalgas posee un gran potencial para la comercializacién de

productos y aplicaciones derivadas, previamente se debe de superar el alto costo de la



recuperacion de estd durante la cosecha (Wan et al., 2015). Cabe sefialar que hasta la fecha
no se ha desarrollado ningtin proceso general y rentable para realizar la cosecha de la
biomasa de las microalgas, representando asi una etapa limitante que contribuye con un 20-
30% o incluso mds de los costos de la produccion total de biomasa (Grima et al., 2003;
Rashid et al., 2014). Para la recoleccion de microalgas usualmente se emplean varios
métodos como centrifugacion, filtraciéon o sedimentacion, lo cual puede ser un desafio
técnico y econdmico para un gran volumen de operacion, debido al tamafio celular
(didmetro de 2-20pm), baja densidad (0.5-5.0 g/L de peso seco) y alta estabilidad coloidal
en la solucién nutritiva (Cai et al., 2013; Vandamme et al., 2012, 2013). Por lo tanto, es
necesario desarrollar estrategias viables para cosechar microalgas en cultivos a gran escala,
una de ellas es el uso de tecnologias de floculacion que recientemente se han considerado
factibles a nivel econdmico y operativo, ya que inducen a la formaciéon de agregados
celulares (i.e. fléculos de microalgas) de fécil sedimentacién y recuperaciéon (Grima et al.,

2003; Vandamme et al., 2013; Wan et al., 2015).

Entre los diferentes métodos de floculacion desarrollados para la recoleccién de microalgas
la floculacién quimica con adicién de floculantes como polimeros orgédnicos/polielectrolito
(e.g. almidon catiénico y quitosano) muestra una alta eficiencia sin contaminar la biomasa,
pero su aplicacion resulta costosa (Vandamme et al. 2010; Rashid et al. 2014). Para el caso
de la floculacion quimica utilizando sales metdlicas inorgdnicas multivalentes y la
biofloculacién con microorganismos como bacterias, hongos y levaduras, la principal
desventaja es que se contamina la biomasa cosechada (Vandamme et al., 2013; Rashid et
al., 2014; Wan et al. 2015). Por otro lado, recientemente ha llamado la atencién el proceso
de auto-floculacién que se produce cuando el pH aumenta por encima de 9 durante el
cultivo de microalgas como resultado de la actividad fotosintética, el agotamiento de
carbono en forma de bicarbonato y el uso de nitrato como fuente de nitrégeno (Pittman et
al., 2011; Spilling et al., 2011; Nguyen et al., 2014). Cabe mencionar que la auto-
floculacién puede ir acompafiada de la co-precipitacion de calcio, magnesio y fésforo, ya
presentes en la solucion nutritiva (Sukenik y Shelef 1984; Nguyen et al., 2014). De igual
modo, otros factores influyen en la agregacion celular durante la auto-floculacién, tales

como: la biodiversidad en tamafio y estructura de la pared celular de las microalgas



(Eldridge et al., 2012), la interaccion entre diferentes especies de microalgas (Salim et al.,
2014), el efecto de la intensidad de la luz y altas temperaturas, que inducen la produccién
de exopolisacdridos que contribuyen al proceso natural de biofloculacién en las microalgas

(Christenson y Sims 2011; Zhang et al., 2012).

Antes de aplicar una tecnologia basada en el cultivo de microalgas en efluentes secundarios
municipales con la doble funcién de produccién de biomasa de facil recuperaciéon y
pulimento de efluentes a gran escala, es esencial: (1) realizar una adecuada seleccion de
especies nativas con base en su capacidad de: adaptacion, floculacién, produccién de
biomasa y potencialidad en la eliminacién de nutrientes, (2) conocer y controlar los
parametros criticos del proceso tales como el pH y factores operativos (e.g. aireacion,
disponibilidad de carbono y composicién del medio) para favorecer la auto-floculacion, la
Optima generacion de la biomasa de microalgas y eliminacién de nutrientes (Heubeck et al.,
2007; Park y Craggs 2010; Rashid et al., 2014; Rasoul-Amini et al., 2014; Sutherland et al.,
2015; Gongalves et al., 2017).



1.2.- Justificacion

Una fuente constante de nutrientes no aprovechados que contribuye a la eutrofizacién de
manera regional y nacional, pese a cumplir con la norma NOM-001-SEMARNAT-1996,
son los Efluentes Secundarios de Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales Municipales
(ESPTAR), los cuales exhiben una composicion adecuada (fisicoquimica y microbioldgica)
para el cultivo de microalgas, este proceso presenta destacadas ventajas tales como: 1) no
requerir modificacién del efluente, ni adicién de reactivos o catalizadores quimicos; 2) la
generacion potencial de productos de alto valor agregado a partir de la biomasa de
microalgas, aprovechada de manera completa o componente e.g. alimento para animales y
humanos, biofertilizantes, 4cidos grasos, pigmentos, bioactivos u otras especialidades; 3)
uso de la capacidad natural de las microalgas para la eliminacién y recuperacion de
nutrientes requiriendo practicamente el uso de la luz solar y 4) aptitud para generar un
tratamiento de pulimento de alta calidad (i.e. reduccion de N y P) en los efluentes
secundarios municipales, sin conducir a una contaminacién secundaria. Debido a los
beneficios del cultivo de las microalgas el presente proyecto plantea la seleccion, semi-
purificaciéon y acondicionamiento de un consorcio de microalgas nativas, para la
produccion de biomasa de ficil cosecha y pulimento de ESPTAR bajo condiciones reales
de operacién. Dando asi, seguimiento y repuesta al marco de los Objetivos de Desarrollo
del Milenio de la Organizacién de las Naciones Unidas (PNUD, 2014), el Plan Nacional de
Desarrollo 2013-2018 (PND, 2013) los cuales incluyen como aspectos prioritarios
promover la sustentabilidad en el desarrollo a nivel local, regional y global. Todo esto con
el valor agregado de ser un proceso natural, solar, sustentable y econdémicamente viable,

que utilice especies nativas.



Capitulo 2
ANTECEDENTES

2.1.- Contaminacion por nutrientes y eutrofizacion de cuerpos de agua

2.1.1.- Eutrofizacién y distribucién en zonas costeras

La eutrofizacién es la causa principal del deterioro de la calidad del agua en todo el planeta,
ocasionada por el enriquecimiento excesivo de nutrientes, tales como nitrégeno y fosforo
en sistemas de agua superficial. Durante la eutrofizacién se generan aumentos en la
produccién y acumulacién de carbono orgénico, los cuales llegan a sobrepasar la capacidad
de adaptacion del ecosistema (Nixon 1995; Rabalais 2004), provocando efectos adversos
tanto para ecosistemas marinos como de agua dulce, en tres aspectos generales (Dodds et

al., 2009):

1) Reduccidn de la biodiversidad y sustitucion de las especies dominantes
2)  Aumento de la toxicidad del agua
3) Aumento de la turbidez del agua y disminucién de la vida util de los sistemas

acuaticos

La eutrofizacién depende de multiples variables que incluyen caracteristicas de la cuenca
hidroldgica, asi como aspectos quimicos y bioldgicos de los cuerpos de agua receptores
(EPA, 2000). La relacién entre la concentracién de nutrientes y eutrofizacion es la base
comunmente utilizada para la clasificacion del estado tréfico de un cuerpo de agua (Brown
et al., 2000). Un criterio de estado tréfico comtinmente aceptado por una gran cantidad de
paises para determinar la calidad de los cuerpos de aguas superficiales, es la clasificacion
propuesta en 1982 por la OCDE que se fundamenta principalmente en la concentracién de

nutrientes (N y P) (Tabla 2.1).



Tabla 2.1.- Clasificacion del estado troéfico por la OCDE (modificado por Vollenweider
y Kerekes, OECD, 1982)

Estado Tréfico
Parametro Oligotrofico Mesotrofico Eutroéfico
Clorofila a (ug/L) 1.7 4.7 14.3
Fosforo total (ug/L) 8.0 26.7 84.4
Nitrégeno total (ng/L) 661 753 1875
Transparencia* (m) 9.9 4.2 2.45

* Transparencia por profundidad de disco Secchi

La Figura 2.1 identifica 415 zonas eutréficas e hipdxicas distribuidas alrededor del planeta,
de las cuales 169 son dreas hipdxicas, 233 son dreas eutrofizadas y 13 son sistemas en

estado de recuperacion.
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Figura 2.1.- Distribucién mundial de zonas costeras eutroéficas e hipéxicas (Selman et

al., 2008)



2.1.2.- Normativa internacional de descarga de efluentes a cuerpos receptores

Dada la creciente preocupacién a zonas sensibles cuyas aguas sean eutrdficas o tengan
tendencia a serlo en un futuro pr6ximo, se han fijado normativas estrictas para el control de
las descargas donde se especifican los Limites Médximos Permisibles (LMP) para la
descarga de efluentes en paises desarrollados. Tal es el caso de la Directiva 91/271/CEE de
la Unién Europea (Consejo CE, 1991), que establece las medidas necesarias que los
Estados miembros han de adoptar para garantizar que las aguas residuales urbanas reciban
un tratamiento adecuado antes de su vertido. Fijando las normas de depuracion y
concentracion para la demanda quimica de oxigeno (DQO), demanda bioquimica de
oxigeno (DBO), sdlidos suspendidos totales (SST), nitrégeno total (NT) y fdsforo total
(PT) que se han adoptado de manera similar en distintos paises europeos (e.g. Austria,

Suiza, Francia, Italia, Paises Bajos, Eslovaquia) (Tabla 2.2).

Tabla 2.2.- LMP de efluentes en sistemas receptores aplicados en la Uniéon Europea
(Jacobsen y Warn 1999)

Pais Habitantes DQO DBO SST NT PT Tipo de tratamiento o
en miles Concentracién (mg/L) comentario

Unioén >2 125 25 35 - - Secundario

Europea 10 - 100 125 25 35 15 2 Terciario
> 100 125 25 35 10 1 Terciario

— No especificado

2.1.3.- Normativa mexicana de descarga de efluentes a cuerpos receptores

En México, la Norma Oficial Mexicana NOM-001-SEMARNAT-1996, establece los LMP
de contaminantes bdsicos, patdgenos y toxicos en las descargas de agua residual tratada en

cuerpos receptores (Tabla 2.3).



Tabla 2.3.- LMP de contaminantes en la descarga de agua residual tratada en aguas y bienes nacionales de México (NOM-001-
SEMARNAT-1996)

Limites Maximos Permisibles

Rios Embalses naturalesy  Aguas costeras Suelo
Parametros artificiales
(mg/L, excepto cuando ~ Uso enriego  Uso piiblico  Proteccién Uso en Uso piblico  Explotacion Recreacion  Estuario Usoenriego  Humedales
se especifique) agricola (A)  urbano (B) de vida riego urbano (C) pesquera, navegacion  (B) (B) agricola (A) naturales (B)

acudtica (C)  agricola (B) y otros usos (A)

PM /PD PM /PD PM/PD PM /PD PM/PD PM /PD PM/PD PM /PD PM /PD PM/PD
pH (sin unidades) 5-10 5-10 5-10 5-10 5-10 5-10 5-10 5-10 5-10 5-10
Temperatura (°C) m NA/NA 40/ 40 40/ 40 40/ 40 40/ 40 40/ 40 40/ 40 40/ 40 NA /NA 40/ 40
Grasas y aceites 15/25 15/25 15/25 15/25 15/25 15/25 15/25 15/25 15/25 15/25
Materia flotante Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
Sélidos sedimentables 1/2 1/2 1/2 1/2 1/2 1/2 1/2 1/2 NA /NA 1/2
(mL/L)
SST 150/200 7517125 40/ 60 7517125 40/ 60 150 /200 7517125 7517125 NA /NA 7517125
DBO 150/200 7517150 30/ 60 7517150 30/60 150/ 200 757150 7517150 NA /NA 75/ 150
Nitrégeno* 40/ 60 40/ 60 15/25 40/ 60 15/25 NA /NA NA /NA 15/25 NA /NA NA /NA
Fésforo* 20/30 20/30 5/10 20/30 5/10 NA/NA NA/NA 5/10 NA /NA NA/NA
Arsénico* 0.2/04 0.1/0.2 0.1/0.2 0.2/04 0.1/0.2 0.1/0.2 0.2/04 0.1/0.2 0.2/04 0.1/0.2
Cadmio* 0.2/04 0.1/0.2 0.1/0.2 0.2/04 0.1/0.2 0.1/0.2 0.2/04 0.1/0.2 0.05/0.1 0.1/0.2
Cianuro* 1/3 1/2 1/2 2/3 1/2 1/1 1/3 1/2 2/3 1/2
Cobre* 4/6 4/6 4/6 4/6 4/6 4/6 4/6 4/6 4/6 4/6
Cromo* 1.0/15 0.5/1.0 0.5/1.0 1.0/1.5 0.5/1.0 0.5/1.0 1.0/15 0.5/1.0 0.5/1.0 0.5/1.0
Mercurio* 0.01/0.02 0.005/0.01 0.005/0.01 0.01/0.02 0.005/0.01 0.01/0.02 0.01/0.02 0.01/0.02 0.005/0.01 0.005/0.01
Niquel* 2/4 2/4 2/4 2/4 2/4 2/4 2/4 2/4 2/4 2/4
Plomo* 05/1.0 0.2/04 0.2/04 0.5/1.0 0.2/04 0.2/04 0.5/1.0 0.2/04 5/10 0.2/04
Zinc* 10/20 10/20 10/20 10/20 10/20 10/20 10/20 10/20 10/20 10/20
Coliformes fecales 1000/2000  1000/2000  1000/2000  1000/2000  1000/2000 1000 /2000 1000 / 1000 / 1000 /2000 1000 /2000
NMP/100mL 2000 2000
Huevos de helminto — - — - — — — - ] RNR. 5 RR —

(huevos por litro)

5

M Instanténeo; ® Muestra simple promedio ponderado;  Ausente segtin el método de prueba definido en la NMX-AA-006-SCFI-2010; (*) Medidos de manera

total; — No especificado; NA= No es aplicable; PD= Promedio Diario; PM= Promedio Mensual; RR Riego restringido; RNR Riego no restringido; NMP/100 mL

(Numero més probable por 100 mL); (A), (B) y (C): Tipo de Cuerpo Receptor segtin la Ley Federal de Derechos



2.2.- Tratamiento de aguas residuales

2.2.1.- Etapas y objetivos del tratamiento de aguas residuales

El objetivo principal de las PTAR es la remocion de DBO, sdlidos suspendidos, nutrientes
(N y P), bacterias patogenas y toxicidad de las aguas residuales domésticas, agricolas e
industriales (Abdel-Raouf et al., 2012). De manera general, segin la CONAGUA (2007), el

proceso de depuracién consiste en:

1. Tratamientos de tipo fisicoquimico o primarios disefiados para remover soélidos
sedimentables y en suspension

2. Tratamientos de tipo bioldgico o secundarios encargados de la remocién de sélidos en
estado coloidal que no sedimentan en los tratamientos primarios y de la estabilizacion
de la materia orgénica (biodegradacién) y nutrientes, en algunos casos

3. Tratamientos terciarios o avanzados disefiados para la remociéon de contaminantes
especificos que generalmente se encuentran en solucion, tales como los metales y

nutrientes (N y P) causantes de la eutrofizacion

La Figura 2.2 indica el esquema del tratamiento de aguas residuales considerando 4

procesos que consisten en los tratamientos: primario, secundario, de lodos y terciario.
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2.2.2.- Uso de microalgas en el tratamiento para la eliminacion de Ny P

El tratamiento de aguas residuales con microalgas para la eliminacion de N y P, fue
propuesto en la década de los 1950°s por Oswald y Gotaas (1957). Desde entonces se han
realizado numerosos estudios en distintos tipos de residuos y procesos del cultivo de
microalgas, en los cuales se ha obtenido una alta reduccién de nitrogeno y fosforo bajo

condiciones controladas o ambientales (Tabla 2.4).

Cabe destacar, que la eliminacién de nutrientes (N y P) en el tratamiento terciario
usualmente utiliza métodos que incluyen procesos aerobios y anaerobios, como la
nitrificacién y desnitrificacion (Queiroz et al., 2007; Renuka et al., 2013) o precipitacién
quimica por la adicién de sales de aluminio o hierro (Malhotra et al., 1965; Barnard 1975,
Wang et al., 2006). Sin embargo, las desventajas de estos métodos convencionales son el
alto costo econdmico y la produccién de grandes cantidades de lodos que pueden requerir
un tratamiento adicional (Gongalves et al., 2017). Por otro lado, el uso de cultivos de
microalgas para el tratamiento terciario presenta ventajas ante los métodos convencionales
como: a) la eliminacién eficiente y simultanea del N y P (Pittman et al., 2011; Rawat et al.,
2011), b) la recuperacion de nutrientes durante la generacion biomasa de la cual se podrian
extraer productos de alto valor (De la Noiie et al., 1992; Pittman et al., 2011; Rawat et al.,
2011; Pires et al., 2013) y ¢) la disminucién de los costos totales del tratamiento al eliminar
la necesidad de un tratamiento de lodos (Sriram y Seenivasan 2012; Bidart et al., 2014;

Mennaa et al., 2015).
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Tabla 2.4.- Eliminacion de N y P por diversos géneros de microalgas y cianobacterias en procesos por lotes axénicos de

diferentes flujos de residuos reales y sintéticos (adaptado de: Cai et al., 2013)

NT PT
Género y especie Flujo de residuos Tipo de proceso  Tiempo  Valor inicial Remociéon  Valor inicial  Remocion
d) (mg/L) (%) (mg/L) (%)
Categoria Chlorophyta
Chlorella sp. Abono digerido Lote 21 100 — 240 76 — 83 15-30 63 -175
*: la muestra fue diluida a concentraciones de 10, 15, 20 y 25% con posterior filtracién (1.5 um), no especifican condiciones de tratamiento (Wang et al., 2010)
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 (Lee y Lee 2001)
C. pyrenoidosa Agua residual agroindustrial Lote alimentado 5 267 87 -89 56 70

*: la muestra se ajusté a pH de 6.5 y se esterilizé en autoclave (121 °C/20 min), el tratamiento fué realizado en una incubadora con luz artificial 40.5 pmol m™s™
con un fotoperiodo 14:10 y temperatura de 27 + 1°C (Hongyang et al., 2011)

C. sorokiniana Medio sintético esterilizado Lote 10 - 22 45-172

*: temperatura regulada (26 +2°C), iluminacién constante de 60 pmol m™s™” y pH de 6.8 a 7.0 (Hernandez et al., 2006)

C. vulgaris Medio sintético Lote 1-10 13-410 23 - 100" 5-8 46 — 94°
*: aireacion enriquecida con CO,, pH de 6.5 a 7.0, iluminacién continua a 4100 lux y temperatura de 20 + 2°C (Aslan y Kapdan 2006)

C. vulgaris Agua residual agroindustrial Lote 5-9 3-36 30 -95° 112 20-55

*: filtracién a 0.45um, esterilizacién (20min) y dilucién 1:1 con agua dulce, temperatura de 20 + 2°C e iluminacién continua 60 pmol m™s™ y aeracién con
difusién de burbujas (Gonzalez et al., 1997)

C. vulgaris Agua residual municipal Lote 2-10 48 — 1550 5588 4-42 12 -100
*: temperatura 25 + 1°C, intensidad de luz 135 uE m™s™ y aeracién con burbujeo (Khan y Yoshida, 2008; Ruiz-Marin ez al., 2010)

C. reinhardtii Medio sintético Lote 10-30 129 42 — 83" 120 13- 14°
*: temperatura 25 + 1 °C, aireacion enriquecida con CO,, iluminacién continua 120 umol mZs! (Kong et al., 2010)

Scenedesmus sp 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 L:O, agitacién por burbujeo (Zhang et al., 2008)

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

*: filtracién a 0.45um, esterilizacién (20 min) y dilucién 1:1 con agua dulce, temperatura de 20 + 2°C e iluminacién continua 60 pmol m™s™ y aeracién con
difusién de burbujas (Gonzalez ef al., 1997)

S. obliquus Agua residual municipal Lote 02-8 27 79 — 100° 12 47-98
*: indculo hiperconcentrado, dilucién 1:1 de agua residual con agua de mar estéril, bajo condiciones ambientales (Lavoie et al., 1985; Ruiz-Marin et al., 2010)

— No especificado; * Condiciones experimentales en tratamiento previo del residuo y/o condiciones durante tratamiento: * Nitrégeno amoniacal, ® Nitrato, ©

Ortofosfatos totales; %o La décima parte de un porcentaje
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Tabla 2.4.- Continuacion

NT PT
Género y especie Flujo de residuos Tipo de proceso  Tiempo  Valor inicial Remociéon  Valor inicial  Remocion
(d) (mg/L) (%) (mg/L) (%)

Categoria Cyanobacteria

Arthrospira sp. Efluentes anaerobios porcinos  Semi-continuo - - 84 — 96" - 72 - 87°
*: se evalud una solucién diluida con 2% (v/v) del efluente residual, con ajuste de pH inicial (8.8) y durante el tratamiento se control6 el a pH de 9.5, bajo
condiciones ambientales (Olguin et al., 2003)

A. platensis Agua residual agroindustrial Lote 15 2-3 96 — 100" 18 -21 87 —99°
*: condiciones controladas mantenimiento de pH 8, distintas suplementaciones de nutrientes (Phang et al., 2000)
Oscillatoria sp. Agua residual municipal Continuo 14 498 100 76 100

*: dilucién 1:1 con agua marina estéril, bajo condiciones ambientales (Craggs et al., 1997)

Categoria Diatomea

P. tricornutum Agua residual municipal Continuo 14 498 — 835 80— 100 76 —116 50 -100
*: dilucién 1:1 con agua marina estéril, bajo condiciones controladas (Craggs et al., 1995, 1997)

Categoria Haptophyta

L galbana Medio sintético esterilizado Lote 8 377 99 - -

*: temperatura 20 + 1°C, bajo distintas intensidades de iluminacion continua, aireacion de 4.5 L/min y salinidad a 33%o (Valenzuela-Espinoza et al., 1999)

— No especificado; * Condiciones experimentales en tratamiento previo del residuo y/o condiciones durante tratamiento: * Nitrégeno amoniacal, ° Nitrato, ©

Ortofosfatos totales; %o La décima parte de un porcentaje
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2.3.- Consideraciones en el cultivo de microalgas

2.3.1.- Asimilacion de nutrientes con microalgas

Las microalgas consumen carbono en la forma de CO, que proviene de la atmésfera y de
los carbonatos disociados (HCOs") presentes en el medio acuoso (Wang et al., 2008). Por
otra parte la asimilacién de nitrégeno incluye una reduccién en dos fases para obtener NH4*
a nivel del cloroplasto, ocurriendo la generaciéon de NO, durante la reduccién de NOs a
NH,", en la que una fraccion de NO, producida y no convertida a NH," se libera al medio
acuoso (Burhenne y Tischner 2000; Wang et al., 2010). Por otra parte, el fosfato es
asimilado de las formas HPO,” y H,PO4 para después ser incorporado dentro de
componentes orgdnicos a través del mecanismo de fosforilacién, donde gran cantidad del
fosfato es utilizado para la generacion de adenosin trifosfato (ATP), derivado de adenosin
difosfato (ADP), obteniendo asi el abastecimiento de energia celular (Martinez et al., 2000;
Cai et al. 2013). El mecanismo de asimilacién de nutrientes por microalgas utilizando

efluentes secundarios municipales como fuente de C, N y P se presenta en la Figura 2.3.

—{ Efluente secundario municipal
' > Luz solar ‘
l 0, N ’ CO, atmosférico MICROALGA
‘ Bacteria ‘
L . _ 2H,0 + CO, — (CH,0,) + O,
C __)‘ Co, ‘H HCO; —\CO, . Asimilacion de
o N ) NO; — NO,- —\NH,* ‘ Blg:)lasa de ‘
o N microalgas
p . HPO, /

B — ’ Efluente terciario municipal ‘

Figura 2.3.- Mecanismo de asimilacion de C, N y P en efluentes secundarios
municipales durante el cultivo de microalgas (adaptado de: Abinandan y Shanthakumar

2015)
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2.3.2.- Incremento de pH por actividad fotosintética en el cultivo de microalgas

Es importante tener en cuenta que el aumento del pH durante el cultivo de microalgas
puede ser causado por varios procesos asociados. Uno de ellos es la asimilacion de CO, y el
uso de NO3; como fuente inorgédnica de nitrégeno debido a que el consumo de 1 mol de
NO;3 produce equivalentemente un mol de OH™ (Song et al., 2011; Rashid et al., 2014)

dada la reaccion siguiente:

Reaccién 1: NO37 +5.7 (COz) +54 (HQO) - C5,7H9.802,3N + 8.25 (Oz) +OH

Adicionalmente, al aumento del pH, por el consumo de NOs; por las microalgas, la
asimilacién de carbono inorgdnico como HCOj3; proporciona el CO;, necesario para el
crecimiento de microalgas, al mismo tiempo que se genera la acumulaciéon de OH vy el
incremento gradual del pH (Martinez et al., 2000), lo que explica en gran medida la

alcalinizacion del pH, dada la siguiente reaccion:

Reaccién 2: HCO; — CO,+ OH™

En concordancia al consumo de carbono e incremento de pH durante el cultivo de
microalgas, reportes utilizando lagunas algales de alta tasa (HRPA, por sus siglas en inglés)
indican valores de pH superiores a 11 causados por el agotamiento de CO, y HCOs~
(Heubeck et al., 2007; Park y Craggs 2010), que pueden contribuir al desplazamiento del
equilibrio: CO»/HCO;3 /CO5> hacia la formacién de CO3*> que predomina en valores de pH
mayores a 10.5 (Martinez et al., 2000; Markou y Georkakis, 2011),

2.3.3.- pH y su efecto en la disponibilidad de N y P en el cultivo de microalgas

Es importante indicar que la asimilacién de nutrientes (N y P) por las microalgas también
estd regulada por factores externos como el pH. Por ejemplo, se ha demostrado que los
valores de pH superiores a 9.3 tienen efectos de predominio de NHj; sobre NHy+,
facilitando asf la eliminacién de NH;3 por aumento de pH mientras que la forma de NH4" no
estd disponible para la asimilacion de microalgas (Markou y Georgakakis 2011; Craggs et

al., 2013) Figura 2.4.
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Figura 2.4.- Formacion de especies NH;'/NH; en funcién del pH (adaptado de: Markou

y Georgakakis 2011)

Del mismo modo, el pH tiene un fuerte efecto sobre la biodisponibilidad de P, causando la
precipitacion de P con cationes (por ejemplo, Ca3(PO,),) a valores de pH de 9.0 y 11.0 pH
(Heubeck et al., 2007; Markou y Georgakakis 2011; Cai et al., 2013) Figura 2.5.
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Figura 2.5.- Formacién de especies de PO, en funcién del pH (adaptado de: Markou y

Georgakakis 2011)
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Cabe destacar que la volatilizaciéon del amonio y la precipitacién del fosfato pueden
reducirse mediante la adicion de carbono (e.g. CO,) y el efecto de amortiguacion en el pH,
sin embargo este amortiguamiento en el pH y disminucién en la eliminacién de N y P en el
cultivo de microalgas con fines de proporcionar un tratamiento de agua puede ser
compensado por el aumento de la produccion de algas y la asimilacién de nutrientes dentro
de la biomasa (Park ef al., 2011). Por otra parte, el equilibrio de las especies de carbono:
CO, disociado, bicarbonato (HCO3") y carbonato (COs>") dependen principalmente del pH,
(Figura 2.6). En el cual el HCOs es la forma predominante de carbono inorganico disuelto
a pH 8, mientras que a valores superiores de pH de 10.5 las especies de CO3” predominan

(Markou y Georgakakis 2011).

120 -
R
80 -
60 -

H2C03*
40

% de Formacion

20 A

pH
Figura 2.6.- Formacion de especies de carbono inorganico en funcién del pH (H,CO5*,

se refiere a CO; (aq) + H,CO3) (adaptado de: Markou y Georgakakis 2011)

2.3.4.- Sistemas de cultivo de microalgas y recuperacion de biomasa de microalgas

El cultivo de microalgas puede realizarse en sistemas abiertos (estanques) o sistemas
cerrados (fotobiorreactores). Ambos sistemas tienen ventajas y desventajas. La Tabla 2.5
ilustra las limitaciones en operacion entre sistemas fotobiorreactores y abiertos. Por otra
parte la Tabla 2.6, indica las principales limitaciones y desafios que enfrenta la cosecha de

microalgas, que ocasionan que no se haya definido tecnologia eficiente y de bajo costo
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(Henderson et al., 2008; Rashid et al., 2014). Que en suma impactan y generan costos
aproximados en un intervalo que va del 20 al 30% del costo total de produccién (Rashid et

al.,2014).

Tabla 2.5.- Comparacion de cultivo de microalgas en fotobiorreactor y sistema abierto
(Rashid et al., 2014)

Parametro Fotobiorreactor Sistema abierto

Contaminacion Menor v Mayor X
Mezclado Alto v Bajo X
Costo capital Alto X Bajo 4
Area Minima v Elevada v
Evaporacién Menor - Mayor -
Intercambio gaseoso Alto v Bajo X
Rendimiento de lipidos Alto v Bajo X
Rendimiento de biomasa Alto v Bajo X
Comercializacién Dificil X Facil 4
Cosecha Alto v Bajo X
Proceso de optimizacién Facil 4 Dificil X

v" Condicién deseada; X Condicién no deseada; — depende de los objetivos propuestos

Tabla 2.6.- Caracteristicas que dificultan y generan altos costos en la recuperacion de

biomasa de microalgas (Rashid et al., 2014)

Dificultades que limitan la recuperacion de biomasa

e  Cultivo estable y diluido de microalgas e Protocolo diferente para agua dulce y algas
marinas
e Tamaifio de células pequefias e No hay métodos simples aplicables a todos los

tipos de cultivo de microalgas
e Diversidad de tamafio celular, forma y movilidad e  Baja eficiencia de cosecha

e Presencia de materia organica algogénica e Dosis floculante alta

e Contaminacién de biomasa cosechada por e Protocolo diferente para agua dulce y algas
productos quimicos marinas

e Interferencia con la extraccién de lipidos e  Alto consumo de energia

La Tabla 2.7 presenta un resumen de los posibles obstaculos, soluciones, intereses futuros,

objetivos de investigacion y desarrollo en la cosecha de microalgas.
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Tabla 2.7.- Guia basica para cosechar microalgas (Rashid et al., 2014)

Obstaculos técnicos en las técnicas de cosecha

Accion requerida

Floculacion

Baja eficiencia de cosecha debido al pequefio tamafio celular

La técnica de cosecha depende de la cepa a cosechar

Recuperacion del floculante para la reduccion de costos y purificacion del agua

[ ]

[ ]

e Menor eficiencia en especies marinas (debido a la alta salinidad)

[ ]

e Aumento de la contaminacién del ambiente por el uso excesivo de floculantes o aditivos

Optimizar el método de floculacién, manipular el pH y
entender el impacto ambiental resultante

Filtracion

e La falta de disponibilidad de un material adecuado para el filtro
e Se necesita un disefio optimizado para evitar la formacion de torta en el proceso de filtracion

e Depende de la cepa de microalgas
e  Costoso

Optimizar el disefio de filtracidn, el material del filtro y el
concepto de vibracion de filtros debe introducirse

Centrifugacion
e  Alto costo capital

Se deben introducir unidades comerciales de bajo costo

Sedimentacion
e Falta de un disefio adecuado

Optimizar la recuperacion de floculantes en los tanques de
sedimentacion con el disefio de un sistema de reciclaje de
agua

Flotacion de aire disuelto
e No hay estudios significativos disponibles

Establecer los estudios de linea de base, asi como el diseflo
de ingenieria para determinar el tamafio de burbuja ptimo y
su distribucion en el cultivo

Electro flotacion / coagulacion / floculacion
e  Sustitucién periddica de electrodos

e Escala de electrodos

e  Pocos estudios disponibles

Disefiar una técnica eficaz para eliminar la escala de los
electrodos

Auto-floculacion

e (Capacidad limitada de las microalgas para la captacion de CO,, P y otros nutrientes
e La correlacién de pH, nutrientes y la captacion de biomasa no se ha desarrollado hasta el

momento

Investigar la interaccion de la absorcién de nutrientes,
cambio de pH y la disolucién de oxigeno

Biofloculacién
e Desarrollo de la relacién sinérgica entre bacterias y algas
e No se dispone de andlisis tecno-econémicos

Desarrollar una relacion sinérgica entre bacterias y algas.
Realizar andlisis tecno-econémico y comparar con otras
técnicas de cosecha

19



Tabla 2.7.- (continuacion)

Obstaculos técnicos en las técnicas de cosecha Accion requerida

Sonicaciéon

e No se dispone de muchos estudios Se necesita de estudios extensos para explotar su efectividad

Manipulacion metabdélica

e Desarrollo de cepas de alta energia Estudios para mejorar el contenido energético de las
microalgas

Tendencias recientes

En la actualidad, la alternativa de técnicas de recoleccién convencional, tales como: floculacion, coagulacién y sedimentacion se estdn estudiando, debido a
varios inconvenientes, como el alto costo involucrado en la: centrifugacién, recuperacién de sales, purificacién de agua e ineficiencia de disefios en los
tanques de sedimentacion

Se esta presentando particular interés en la flotacién de aire disuelto (FAD), electroforesis, auto-floculacién y biofloculacién

La manipulacién de la sonicacién y la ingenieria metabdlica son muy prometedoras para probar su eficacia en la recoleccién de microalgas

Objetivos de investigacion y desarrollo

Reducir la energia y costo del proceso

Investigar la viabilidad de las técnicas recientes de recoleccién

Evaluar cada opcién tecnoldgica en términos de coherencia global del sistema y sostenibilidad
Introducir técnicas nuevas de cosecha
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2.4.- Aprovechamiento y aplicaciones de la biomasa de microalgas

2.4.1.-Panorama de generacion de productos de interés a partir de microalgas

La biomasa celular de las microalgas se ha reconocido como uno de los recursos bioldgicos
de mayor importancia, a razon de que una gran cantidad de especies de microalgas presenta
un alto valor nutricional, ademds de ser precursora potencial de una amplia variedad de bio-
productos de alto valor econémico, tales como: pigmentos, lipidos, compuestos bioactivos,
algunos polisacéridos, biohidrogeno e incluso biopoliésteres con propiedades similares al
plastico. Igualmente las microalgas en su composicion contienen tres grupos de pigmentos
(clorofilas, carotenoides y ficobilinas) esenciales para la captacién de la luz y fijacion del
CO.,. Estos pigmentos presentan cualidades para tener un éxito de comercializacién en su
uso como “alimentos funcionales”, cosméticos, acuicultura, productos farmacéuticos o
tecnologia de los alimentos. Otra caracteristica de relevancia es el alto contenido de acidos
grasos poliinsaturados esenciales para el metabolismo humano, que sugieren su uso y
comercializacién, para la obtencién de alimentos sanos asi como su extracciéon y
concentracion de compuestos de alto valor econdmico en el campo farmacéutico y
terapéutico, que igualmente mantienen una superioridad de rentabilidad econémica en
comparacion a la obtencién de biocombustibles. Finalmente, la biomasa posterior a la
recuperacién de productos se puede utilizar como forraje, materia prima de biogas o
biofertilizante (Pulz y Gross, 2004; Mata et al., 2010; Chu, 2012; Batista et al., 2013;
Koller et al., 2014, Reyna et al., 2014).

La Figura 2.7 presenta una vision esquemadtica de productos potenciales de microalgas, asi

como la aplicacién final de estos productos.
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Figura 2.7.- Panoramica general de productos sintetizados y areas de aplicacion a partir de microalgas (Koller et al., 2014)

\

*Aplicacion farmacéutica y
terapéutica
*Nutricion humana
*Tecnologia alimentaria
*Alimentos funcionales
*Generacion de energia
(biodiésel, biogasolina)
*Alimentacion

Proteinas

Y

J

Polisacaridos

d B-1,3-Glucan,
*Nutricidn carragenina,
humana almidoén, agar,
*Tecnologia alginatos, celulosa
alimentaria ‘L
*Alimentos - ~
fu_ncnonale‘:sr *Nutriciéon humana
~Alimentacion *Tecnologia alimentaria
% 3 *Alimentos funcionales
*Aplicacion farmacéutica
y terapéutica
*Generacion de Energia
\_ W,

Generacion de energia

Compuestos
bioactivos

Biopoliésteres

l l

Antlbagterlano, Polihidroxialcanoato:
antivirales,
antifingicos, l
antiprotozoarios,
antialgas [ Bioplasticos ]

Antibioticos

22



2.4.2.-Situacion comercial y econémica de las microalgas

La comercializacién de microalgas empezd como aditivo alimenticio en Japon al inicio de
1960 con un cultivo de Chlorella sp., la cual continué durante las décadas de 1970 y 1980,
expandiéndose mundialmente, principalmente a los Estados Unidos de América, India,
Israel y Australia (Spolaore et al., 2006; Borowitzka 1999). Los productos a base de
microalgas son propiedad en su mayoria de empresas privadas. La Figura 2.8 muestra la

distribucién geografica de las principales empresas que operan este sector.
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Figura 2.8.- Distribucion mundial de empresas privadas que producen productos
derivados de microalgas (Vigani et al., 2015). Nota: el mapa se refiere a la sede de

empresas

Por otro lado, el precio del mercado para la biomasa de microalgas y sus componentes, es
funcion del drea donde se encuentre el centro de produccion, la situacién real del mercado y
la pureza del producto. Una caracteristica que se debe tener en cuenta respecto a los
productos que ofrecen los valores econdmicos mds altos de comercializacion, son los

compuestos extraidos que representan un pequeiio porcentaje del total en los que se
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requiere un alto esfuerzo en aislamiento y purificacién que contribuye considerablemente a

los precios finales (Tabla 2.8).

Tabla 2.8.- Precios de mercado y el volumen del mercado mundial de productos de

microalgas seleccionados (Koller et al., 2014)

Producto *Precio de mercado aproximado por *Volumen global del mercado
Kg [USD-$] [USD-$]

Biomasa para nutrientes 40 - 50 1.25 x 10’

Biomasa para alimentaciéon 10 4 x10°

Nutracéuticos de 120 7 x 107

microalgas para la

nutricién humana

B-caroteno 300 — 3000 2 x10°

Astaxantina > 2000 2 x 10

Ficobiliproteinas 3000 — 25,000 5x107

B-1,3-glucan 5-20 1 x 10® (estimacién para EE.UU.)

Acido docosahexaenoico 50 1 x10® (estimacién de la Repuiblica

Acido eicosapentaenoico

Biodiésel

4600 (cultivo puro de Phaeodactylum
tricornutum, producto de alta pureza)

**0.5 ( precio general)

Popular China); 4 x 10 (estimacion
para EE.UU.)

1.25 x 10° (estimaci6n para Japén)

1x10°

* Tipo de cambio periodo 2017- 10: Peso Mexicano — US Délar (MXN-USD) $ 18 MNX — 1 USD; ** La

estimacién de biodiesel a partir de microalgas es fuertemente fluctuante (3 — 4 [USD-$] por Kg)
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) Capitulo 3
HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1.- Hipoétesis

A través del cultivo, resiembra en lotes sucesivos y eliminacién de la fraccién suspendida
es posible acondicionar y semi-purificar un consorcio de microalgas nativas para mejorar la
facilidad de cosecha, producciéon de biomasa y pulimento de efluentes secundarios

provenientes de Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales Municipales.

3.2.- Objetivos

3.2.1.- Objetivo General

Acondicionar y semi-purificar un consorcio de microalgas nativas mediante su cultivo,
resiembra en lotes sucesivos y eliminacion de la fraccién suspendida para la producciéon de
biomasa de ficil cosecha y pulimento de efluentes secundarios provenientes de Plantas de

Tratamiento de Aguas Residuales Municipales.

25



3.2.2.- Objetivos Especificos

ii.

iii.

iv.

V.

Vi.

Vil.

viii

Propagar y acondicionar consorcios de microalgas nativas del Estado de Nuevo Leodn,

Meéxico bajo condiciones que favorecen la auto-floculacién

Evaluar y seleccionar consorcios de microalgas de acuerdo a su capacidad de
floculacién y produccién de biomasa bajo condiciones que contribuyen a la cosecha

por auto-floculacion

Acondicionar, semi-purificar y seleccionar un consorcio de microalgas en funcién de
su capacidad de floculacién y producciéon de biomasa durante su cultivo y resiembra

en lotes sucesivos en ESPTAR

Acondicionar, semi-purificar y cultivar en lotes consecutivos un consorcio de

microalgas en ESPTAR bajo intemperie

Evaluar la capacidad de floculacién y producciéon de biomasa de microalgas cultivada

en lotes consecutivos con ESPTAR bajo intemperie

Evaluar el pulimento en ESPTAR por el uso del cultivo de microalgas en lotes

consecutivos bajo intemperie

Evaluar el efecto del cultivo de microalgas sobre coliformes totales, coliformes

fecales y Escherichia coli

Caracterizar la composicion fisicoquimica y valorizar parcialmente el uso potencial de

la biomasa de microalgas producida en ESPTAR
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Capitulo 4
MATERIALES Y METODOS

4.1.- Area de trabajo

Para la elaboracion del presente estudio se conté con la infraestructura del Laboratorio de
Investigaciéon en Ciencias Ambientales (LICA), Laboratorio de Biotecnologia (LB),
Laboratorio de Alimentos, Medicamentos y Toxicologia (LAMT), Laboratorio de
Fotocatilisis y Electroquimica Ambiental (LAFEAM) y el Laboratorio de Instrumentacion
Analitica (LIA) de la Facultad de Ciencias Quimicas, de la Universidad Auténoma de
Nuevo Leén (UANL). Ademads del area verde perteneciente a la red de riego de la UANL
ubicada en las coordenadas geograficas latitud: 25.727185, longitud: -100.307480 e
infraestructura proporcionada por el Area de Quimica y Fisicoquimica Ambiental del
Departamento de Ciencias Basicas (CB) de la Division de Ciencias Bésicas e Ingenieria
(CBI), perteneciente a la Universidad Auténoma Metropolitana (UAM), Unidad

Azcapotzalco, en la Ciudad de México.
4.2.- 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
asegur6 de llevar a cabo las labores pertinentes de almacenaje previo a la disposicion final
de los residuos: Colector A: residuos dcidos, Colector P: pléstico, Colector V: vidrio,

Cubeta verde: basura industrial (papel filtro, guantes, etcétera).

27



4.3.- Estrategia general del proyecto

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

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

Propagacion y acondicionamiento de dieciséis consorcios de microalgas nativas del
Estado de Nuevo Ledn, México (pertenecientes al cepario LICA/UANL) bajo
condiciones que favorecen a la cosecha por auto-floculacion

v

Evaluacién y seleccion de dos consorcios de microalgas en base a la capacidad de
floculacion y produccion de biomasa bajo condiciones que contribuyen a la cosecha
por auto-floculacion

-

Acondicionamiento, semi-purificacion y seleccion de
un consorcio de microalgas de acuerdo a su
Muestreo de ESPTAR capacidad de floculacion y produccion de biomasa
durante su cultivo y resiembra en cinco lotes
sucesivos con ESPTAR

[ Acondicionamiento, semi-purificacion y cultivo en Evaluacion de la

\_

lotes consecutivos de un consorcio de microalgas capacidad de
para la produccion de biomasa y pulimento de floculacion y
ESPTAR a intemperie produccién de biomasa

! !

Evaluacion del efecto del cultivo de

microalgas en el pH, conductividad

eléctrica, alcalinidad total, NO3; -N,
y PO, -P

Evaluacion del efecto del cultivo de
microalgas en coliformes totales,
fecales y Escherichia coli

h 4

Evaluacion de uso potencial de la biomasa a través de su caracterizacion
fisicoquimica parcial (% de: nitrégeno, fosforo, lipidos y materia inorganica)

\ AN JooN L

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

Para los resultados experimentales de carbono inorgdnico total, conductividad eléctrica,
materia inorgdnica (seccion 4.7), alcalinidad total, NOj3; -N, PO -P (seccion 4.10),
concentraciéon de biomasa y capacidad de floculacién (seccidn 4.7 y 4.10) se efectué un
analisis de varianza de una sola via (ANOVA). En los casos que se presentaron diferencias
significativas, se llevé a cabo una comparacion multiple de medias por el método de Tukey
(0= 0.05), utilizando el programa estadistico SPSS (version 11.0 para Windows, SPSS Inc.,
Chicago, Illinois, USA).

4.5.- Consorcios de microalgas nativas y su propagacion bajo condiciones

que contribuyen a la auto-floculacion

Dieciséis consorcios de microalgas nativas (01-16) pertenecientes a la Subcuenca
Hidrolégica de San Juan, del Estado de Nuevo Ledn, fueron proporcionados por el
laboratorio LICA perteneciente a la UANL. La propagacion, acondicionamiento y pruebas
de preseleccion de los consorcios de microalgas se realizé utilizando la solucién nutritiva
Lopez-Chuken y Young (2010) la cual estd compuesta de: KNO3 5 mM, KH,PO; 1mM,
MgSO47H,0 2 mM, Ca(NO3),4H,O 6.25 mM, H3;BOs3 46 uM, MnCl,-4H,0 9.15 uM,
ZnS04-7H>0 765 nM, CuSOy4-5H,0 320 nM, (NH4)sM07024-4H,0 15 nM, FeSO4-7H,0 y

Na,EDTA 20 uM. La tabla 4.1 indica la composicion elemental de la solucién nutritiva.
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Tabla 4.1.- Composicion elemental de la solucién nutritiva LC (Lépez-Chuken y Young

2010)

Elemento mg/L mM

Ca 250.48 6.25

N 245.67 17.54

K 234.59 6.00

S 64.81 2.02

Mg 48.61 2.00

P 30.98 1.00

C 2.37 0.20

Fe 1.12 0.02

Na 0.91 0.04

Cl 0.65 0.02

Mn 0.50 0.01

B 0.50 0.05

Zn 0.05 7.65x107
Cu 0.02 3.20x107*
Mo 0.01 1.08x10™*

La propagacion de los cultivos de los consorcios de microalgas se realiz6 en una réplica

utilizando dieciséis fotobiorreactores cilindricos (capacidad 1 L, didmetro interior de 10 cm

y altura de 14 cm) de material pléstico translicido. Para proporcionar CO, atmosférico y

una agitacion suave, los fotobiorreactores se airearon continuamente desde la base a 0.5

VVM (volumen de aire por volumen de liquido por minuto), utilizando aire previamente

filtrado a 0.45 pum (Millipore Millex-HV). La Tabla 4.2 sefala las condiciones de la

propagacion del cultivo de microalgas.

Tabla 4.2.- Condiciones de propagacion de los consorcios de microalgas

Caracteristicas de operacion de los cultivos de microalgas en propagacion

Fotoperiodo: 24:0 Luz:Oscuridad

Flujo luminoso promedio: 5600 lux

Volumen de medio: 700 mL

Inéculo: 10 — 30 mL concentracién variable

Fertilizacion: 30 mL de solucién nutritiva LC cada 15 dias

Mantenimiento de volumen por pérdidas de evaporacién: con agua desionizada

Cosecha de biomasa: cada 30 dias

Es importante sefialar que las condiciones de propagacién en este estudio posibilitan la

induccién a la auto-floculacion de los consorcios de microalgas nativas. Debido a
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caracteristicas tales como el uso de sales de nitrato como fuente de nitrégeno, bajo
suministro de carbono que favorece el aumento gradual del pH (> 9) durante la actividad
fotosintética de las microalgas y el contenido de sales de calcio, magnesio y foésforo

presentes en la solucién nutritiva LC.

4.6.- Metodologias para la determinacion de la concentracion de biomasa

y capacidad de floculacion en microalgas

Las metodologias utilizadas para la determinacién de la concentracién de biomasa y
capacidad de floculacién de las microalgas utilizadas en el desarrollo del presente proyecto
se describen a continuacion. La cuantificacion de la biomasa de microalgas se realizé en
peso seco utilizando una estufa de convecciéon Quincy Lab. Inc. 40GL. El procedimiento
constd en la toma de un volumen de 15mL y su filtracién en filtros de vidrio Whatman
GF/F previamente llevados a peso constante por 48h a 70°C. El peso seco se calculd
mediante la diferencia del peso inicial del filtro y el peso final (peso de filtro y células
retenidas) posterior a la filtracion y secado a 48h a 70°C. La metodologia para la
determinaciéon de la capacidad de floculacién consistié en: dejar los cultivos en estado
estdtico (segun el tiempo requerido en la prueba) para posteriormente tomar una alicuota de
15 mL a 2/3 de la profundidad del fotobiorreactor utilizado, para después ser filtrada y
llevada a peso constante (Whatman GF/C, 48h/70°C). El porcentaje de la capacidad de

floculacion se calcul6 de acuerdo con la siguiente ecuacion:

A x 10009
% de capacidad de floculaciéon = 100% — (—AJ)

B

Donde A es el peso en g (BS)/L de la biomasa de microalgas suspendida después del
tiempo de reposo (i.e. estado estitico del cultivo)., B es el 100% de la biomasa de

microalgas suspendida en g (BS)/L.
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4.7.- Evaluacion y seleccion de consorcios de microalgas con base en la
capacidad de floculacion y produccion de biomasa cultivada en

condiciones que contribuyen a la auto-floculacion

Inicialmente se procedi6 a estandarizar la concentracién de inéculo de 16 consorcios de
microalgas proporcionados por el cepario del LICA de la UANL. La estandarizacion
consistid en calcular la concentracién de densidad celular en peso seco (Whatman GF/C,
48h/70°C), para posteriormente ajustar e inocular biomasa himeda a una concentracién
equivalente a 0.002% (peso BS por volumen, equivalentes a 0.02 g (BS)/L) en un volumen
de 700mL de solucién nutritiva LC. El experimento se llevé a cabo en cultivos en lote (una
réplica) durante 30 dias empleando las condiciones de operacion previamente utilizadas
durante la propagacién de consorcios Figura 4.2 (seccion 4.5). Asimismo, la pérdida de

volumen por evaporaciéon se compensé diariamente mediante la adicion de agua

desionizada. La temperatura promedio fue de 30.9 * 2.0°C medida a través de un

termémetro Avaly VA-EDT-1H.

Figura 4.2.- Cultivo de consorcios de microalgas en solucion nutritiva LC. a) Vista

frontal. b) Vista lateral
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Con el fin de evaluar y seleccionar 2 consorcios de microalgas bajo los criterios de
capacidad de floculacién y produccién de biomasa, se evalué el % de capacidad de
floculacién a 60 minutos de reposo durante los dias 10, 20 y 30 del cultivo, ademds del
contenido de biomasa g (BS) / L (Whatman GF/C, 48h/70°C) medido intermitentemente
(dfas: 5, 10, 15, 20, 25 y 30). Asimismo, se monitorearon los siguientes pardmetros: pH
(AOAC 1997, método 973.41), medido diariamente durante 30 dias, conductividad
eléctrica (CE) (AOAC 1997, método 973.40) y carbono inorgédnico (CI) medidos al inicio
(dia 0) y al término del cultivo (dia 30). Por otra parte, considerando que las microalgas
tienen el potencial de recuperar compuestos inorgdnicos de la solucién nutritiva LC (e.g.
calcio, magnesio y fosforo) que participan en el proceso de auto-floculacién, se analizé la
biomasa seca de microalgas para determinar el % de materia inorgénica (cenizas) (AOAC

1997, método 942.05).

4.8.- Muestreo de ESPTAR

Se contd con la autorizacién y colaboracién de la UANL para la recolecciéon de ESPTAR
de acuerdo a la NMX-AA-003-1980. El muestreo se realizo en la cisterna perteneciente a la
interconexion de la red de agua tratada de Servicios de Agua y Drenaje de Monterrey [.P.D.
a la red de riego de la UANL ubicada en las coordenadas geograficas latitud: 25.727185,
longitud: -100.307480 Figura 4.3.

Figura 4.3.- Cisterna perteneciente a la red de riego de ESPTAR de la UANL. a)

Lugar de muestreo. b) Vista general de la cisterna de la UANL
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Asimismo, reportes oficiales avalan que los ESPTAR cumplen con la NOM-001-
SEMARNAT-1996 al momento de su descarga, tal como lo sefiala la Tabla 4.3 que muestra
los pardmetros y resultados en la calidad de descarga de efluentes secundarios de la PTAR
de “Dulces Nombres” del Estado de Nuevo Leon, México. De igual forma, la Tabla 4.4
presenta las caracteristicas fisicoquimicas de ESPTAR del Estado de Nuevo Le6n previo a

su descarga.

Tabla 4.3.- Resultados promedio del afio 2011 a 2012 de la calidad de descarga de
ESPTAR “Dulces Nombres” del Estado de Nuevo Leén, México

Parametros de calidad Valores de disefio Resultados
LMMI * Promedio mensual Promedio anual

pH 6-9 - 7.1

DBO 60 30 15

DQO - - 81

SST 60 30 54

SSv - - 43

NH;- N 10 2 54
N-orgénico 10 5 4.4

PO, P - - 1.8
Grasas y aceites 20 10 5.0
Coliformes totales 10000 1000 361

Todos los valores estan expresados en mg/L excepto unidades de pH y coliformes totales (NMP/100 mL);
— No especificado; * LMMI Limite mdximo para muestras individuales; N-orgdnico= Nitrégeno organico;

SSV=Sélidos suspendidos volatiles
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Tabla 4.4.- Composicion fisicoquimica de ESPTAR del Estado de Nuevo Leén
(Beltran-Rocha 2014)

Parametro Concentracion
pH 7.23 £0.01
CE 133.30£0.20
Carbono orgéanico total 18.28 £0.22
NT 17.33 £0.83
N-orgéanico* 3.67

NO, -N 0.03 £0.00
NO; -N 13.40 £ 0.07
NH,"-N 0.23 £0.02
PO, P 2.29 +0.03
Na* 330.43 +£0.73
K* 32.46 +0.09
Ca™* 104.46 £ 0.61
Mg** 21.01 £0.03
Fe™*/Fe’* 4.53 +£0.001

Todos los valores estdn expresados en mg/L excepto unidades de pH y CE (mS/m); * Calculado

indirectamente (NT— (NO, -N + NO; -N + NH,*-N))

4.9.- Evaluacion de la capacidad de floculacion y produccion de biomasa
durante el acondicionamiento, semi-purificacion y seleccion de un

consorcio de microalgas cultivado en lotes sucesivos de ESPTAR

Con la finalidad de acondicionar, semi-purificar y seleccionar un consorcio de microalgas
de fécil cosecha para la producciéon de biomasa y recuperacién de nutrientes en ESPTAR.
Se efectud una serie de 5 cultivos consecutivos en lote con un tiempo de residencia de 2
dias por lote. Al término de cada lote se llevo a cabo un recambio total de ESPTAR vy se
procedi6 a re-inocular la fraccidon de biomasa recuperada y sedimentada tras 15 minutos de
reposo con el fin de eliminar las microalgas suspendidas (i.e. la fraccién del consorcio que
no sedimento). La preparacion del indculo consistié en determinar la concentracién de
biomasa en peso seco (Whatman GF/C, 48h/70°C) de los consorcios 09 y 10 (previamente
seleccionados seccion 4.7), para posteriormente elaborar un ajuste a 0.05% (peso BS por
volumen, equivalentes a 0.5g (BS)/L) en un volumen de 1L de ESPTAR (1 replica). Los
parametros aplicados al término de cada lote (2 dias) fueron la determinacién de la

capacidad de floculacion a 15 minutos de reposo y concentracion de biomasa (g BS /L).La
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temperatura promedio para 10 dias de cultivo (5 cultivos en lote de 2 dias) medida con un
termOometro Avaly VA-EDT-1H fue de 22.7 + 2.1 °C. Las condiciones de operacién del
cultivo consistieron en el uso de un fotobiorreactor construido con una botella PET con
capacidad de 1.5 L (Figura 4.4), con aireacién a 0.5 VVM (aire estéril previamente filtrado
a 0.45 pm Millipore Millex-HV) e iluminacién led a 4800 lux empleando un fotoperiodo de

16:8 L:0O, esto con el fin de aclimatar las microalgas a un subsecuente cultivo a intemperie.

Figura 4.4.- Montaje del cultivo de microalgas en ESPTAR. a) Fotobiorreactores. b)

Cultivo del consorcio de microalgas 9. ¢) Cultivo del consorcio de microalgas 10

4.10.- Evaluacion del pulimento de ESPTAR y produccion de biomasa de
facil cosecha durante el acondicionamiento, semi-purificacion y cultivo en

lotes consecutivos de un consorcio de microalgas

La evaluacién del acondicionamiento en ESPTAR y semi-purificacién del consorcio de
microalgas 10 el cual fue seleccionado en la seccion 4.9, se llevé a cabo realizando 3 lotes

consecutivos de cultivo durante un periodo de 5 dias por lote (i.e. un tiempo de 15 dias de
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experimentacion) bajo condiciones de intemperie. Al término de cada lote (1, 2 y 3) se
midi6 la capacidad de floculacién a 15 minutos de reposo y se recambio el contenido total
del ESPTAR, esto con el fin de eliminar la fraccion de microalgas suspendidas
pertenecientes al consorcio y acondicionar el indculo (i.e. la fraccién sedimentada) bajo
condiciones no contraladas de cultivo (e.g. intensidad de luz, fotoperiodo y temperatura) y
uso de ESPTAR como fuente de nutrientes hacia una mejor capacidad de floculacién,
recuperacion de nutrientes y generacion de biomasa durante su resiembra en los lotes 2 y 3
de cultivo. Para el cultivo y resiembra del consorcio de microalgas 10 en los lotes 2 y 3 se
utilizaron 3 reactores conicos marca Fast Ferment (con capacidad de 30 L) acoplados a
lineas independientes de aireacion a 2.5 L / minuto en un volumen de 25 L de ESPTAR

(dando una equivalencia de aireacion de: 0.1 VVM) Figura 4.5.
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Figura 4.5.- Cultivo de consorcios de microalgas en ESPTAR. a) Vista panoramica del

sistema de cultivo. b) Conjunto de reactores fast ferment

La cuantificacién de la biomasa de microalgas para la preparacién del indculo, asi como la

determinacion de la produccion de biomasa (lotes 1, 2 y 3) se realiz6 a partir del peso seco
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(AOAC 1997, método 930.15). En la cual al inicio de cada lote se llevé a cabo un ajuste de
in6culo a 0.01% (peso BS por volumen, equivalente a 0.1g (BS)/L). Asimismo, es de
importancia mencionar que la duracién de 5 dias en el cultivo de microalgas (por cada lote)
fue con el objetivo de asegurar el aumento de pH (>9) a través de la actividad fotosintética
de las microalgas, misma que indirectamente favorece el proceso de auto-floculacion de las
microalgas, precipitacion de fosfatos y volatilizacion de amonio. Las horas de luz diaria
promedio durante los cultivos fue de 11.5 + 0.1 h (obtenido de los registros reportados por
el Sistema Integral de Monitoreo Ambiental (SIMA)), por otra parte la temperatura
promedio (termémetro Avaly VA-EDT-1H) se encontré en un valor de: 23.7 + 9.6°C
Figura 4.6.
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Figura 4.6.- Temperatura ambiental durante el cultivo del consorcio de microalgas 10

a intemperie

Los parametros aplicados en los ESPTAR durante el cultivo por lote del consorcio de
microalgas 10 se muestran en la Tabla 4.5. Para determinar el % de reduccion en los
distintos parametros, se utilizé la siguiente formula: ((CO-C) / C0) x 100; donde CO es la

concentracion inicial y C es la concentracién después del cultivo de microalgas.
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Tabla 4.5.- Parametros en el cultivo de microalgas en lote utilizando ESPTAR bajo

condiciones a intemperie

Parametro Método utilizado Frecuencia
pH AOAC 1997, método 973.41 Diario
CE AOAC 1997, método 973.40 Diario
Alcalinidad total NMX-AA-036-SCFI-2001 Inicial/final
NO; -N Método de salicilato (Monteiro et al., 2003) Inicial/final
PO, -P NMX-AA-029-SCFI-2001 Inicial/final

Coliformes totales

Coliformes fecales y E. coli

NOM-113-SSA1-1994. Bienes y servicios. Determinacion
de bacterias coliformes. Técnica del niimero mds probable

AOAC 2000, método 966.24. Determinacion de coliformes
fecales y Escherichia coli

Inicial/final

Inicial/final

La biomasa de microalgas cosechada al término de cada lote se secé a 70°C durante 48h

utilizando una estufa de conveccién (Quincy Lab. Inc. 40GL). Posteriormente, la biomasa

de microalgas cosechada perteneciente al lote 3 fue caracterizada utilizando los métodos

indicados en la Tabla 4.6.

Tabla 4.6.- Analisis fisicoquimico realizados en la biomasa de microalgas cosechada

Analisis

Método

Peso seco (humedad)
Nitrégeno total Kjeldahl
Materia inorgénica (cenizas)
Lipidos totales

Fésforo total

AOAC 1997, método 930.15
AOAC 1997, método 984.13
AOAC 1997, método 942.05
Bligh y Dyer 1959

AOAC 1997, método 965.17
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Capitulo 5
RESULTADOS Y DISCUSION

5.1.- Evaluacion y seleccion de consorcios de microalgas durante su

cultivo en condiciones que contribuyen a la auto-floculacion

5.1.1.- Seleccion de consorcios de microalgas en base a su capacidad de floculacién y

produccion de biomasa

Generalmente, la adecuada seleccion de especies de microalgas es un paso critico que
define un rendimiento efectivo en la produccién de biomasa (Mata et al., 2010; Razzak et
al., 2013). Por otra parte, también es importante evaluar la capacidad de las especies de
microalgas para interactuar como consorcios (Eldridge er al., 2012) y el efecto de las
caracteristicas de la solucion nutritiva (e.g. pH, disponibilidad de carbono, calcio, magnesio
y fésforo) (Sukenik y Shelef 1984; Becker 2004; Pittman et al., 2011; Nguyen et al., 2014)
en la auto-floculacién inducida via quimica, la cual podria representar una estrategia con
alto potencial en la pre-concentraciéon y cosecha de biomasa, debido a que mejoraria la
rentabilidad en el cultivo a gran escala de microalgas (Brennan y Owende 2010). Los
resultados del presente estudio a 30 dias de cultivo indicaron una produccion de biomasa de
1.42 £ 0.03 a 4.37 £ 0.10 g (BS) / L (Figura 5.1) y una notable capacidad de floculacién
con 81.2 £0.8 299.5 + 0.03 % (Figura 5.2) situdndose dentro del rango obtenido reportado
en el uso de floculantes inorgdnicos para la cosecha de microalgas (60 a 100 %) (Wan et
al., 2015). Por otra parte, cabe destacar que dentro de los consorcios de microalgas
evaluados (1-16), los consorcios 9 y 10 sobresalieron en la produccién de biomasa con 4.37
+0.10 y 4.19 £ 0.09 g (BS) / L respectivamente Figura 5.1) siendo seleccionados para su
estudio y cultivo en ESPTAR.
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Figura 5.1.- Concentracion de biomasa (g (BS) / L) de los 16 consorcios de microalgas
cultivados en solucién nutritiva LC durante los dias: 5, 10, 15, 20, 25 y 30. Promedio (n
=3) + EE. ANOVA de una sola via. Diferentes letras indican diferencia significativa

(Tukey, a = 0.05) entre consorcios a 30 dias de cultivo
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Figura 5.2.- Capacidad de floculacion (%) a 10, 20 y 30 dias de los 16 consorcios de
microalgas cultivados en solucién nutritiva LC. Promedio (n = 3) + EE. ANOVA de una
sola via. Diferentes letras indican la diferencia significativa (Tukey, a = 0.05) para el valor

promedio de los dias 10, 20 y 30 de cultivo de cada consorcio de microalgas

41



5.1.2.- Implicaciones del pH durante la auto-floculacion y el cultivo de microalgas

En este estudio, la alcalinizacién de la solucidn nutritiva LC, desde el pH inicial de 4.74 +
0.01 hasta méas de 9.00 de pH durante el cultivo de microalgas (Figura 5.3), probablemente
actué como un factor que contribuyé a la floculacion (>80% a los 30 dias, Figura 5.2) por

auto-floculacién que se ha reportado que ocurre a un pH > 9.00 (Show et al., 2013).
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Figura 5.3.- Valores de pH durante el cultivo de consorcios de microalgas en soluciéon
nutritiva LC. a) Consorcio de microalgas: 1 (2),2 (¥), 3 (), 4(m), 5 (©), 6 (#), 7(0) y 8
(®). b) Consorcio de microalgas: 9 (N), 10 (&), 11 (v), 12(a), 13(®), 14(@), 15(<) y 16(>).

Promedio (n = 3) + EE. La ausencia de la barra de error indica EE no apreciable
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En este trabajo se utiliz6 NO3; como fuente nitrégeno debido a que el consumo de NO3~
produce 1 mol equivalente de OH (Song et al., 2011; Rashid et al., 2014). Del mismo
modo, la asimilacién de HCO3; pudo proporcionar el CO, necesario para el crecimiento de
las microalgas al mismo tiempo de generar la acumulaciéon de OH que promovié el
incremento gradual de pH en el medio acuoso (Martinez et al., 2000). Asimismo, es
importante destacar que el agotamiento y consumo de CO, y HCO* causado por
microalgas contribuye a la alcalinizacion del medio con valores superiores a 11.0 de pH
(Heubeck et al., 2007; Park y Craggs 2010). Lo anterior podria ser atribuido a la
disminucién del amortiguamiento en los cambios de pH proporcionado por la relacion
CO,/HCO* y formacién de especies de COs> que predominan en valores superiores de

10.5 de pH (Martinez et al. 2000; Markou y Georgakakis 2011; Craggs et al. 2013).

En el presente experimento, el suministro de bajo contenido de carbono en la solucién
nutritiva LC (0.20 mM) fue un factor que permitié el incremento del pH (>9) durante el
cultivo de las microalgas. Asimismo, el aporte de CO, atmosférico proveniente de la
aireacion (0.5 VVM) puede considerarse como una caracteristica favorable que posibilite el
aumento del pH, debido a que la concentracién de CO; proveniente del aire, podria haber
sido consumido de manera directa por las microalgas evitando en gran parte su disociacion
en el agua y el decremento del pH por la formacién de H,COs, el cual se ha reportado como
un efecto no deseado durante la administracion de CO, (adiciéon directa o para el
enriquecimiento del aire) en el cultivo de microalgas (Zhang et al. 2012). De igual forma, la
aplicacion de la aeracion se podria considerar como una estrategia favorable en el uso de
soluciones nutritivas bajas en carbono para el cultivo de microalgas, por la razén de que la
aireacion de los cultivos en este estudio proporcioné suficiente carbono para la produccion
de biomasa (1.42 +£ 0.02 a 4.37 £ 0.10 g (BS) / L, a 30 dias, Figura 5.1) sin amortiguar el

pH en la solucién nutritiva LC.

Por otro lado, las concentraciones de CI a los 30 dias indicaron incrementos de 310 a 799%
en comparacion con el valor inicial de 2.02 + 0.02 mg/L de CI Figura 5.4. En este estudio,
la fijacién de CI se puede explicar debido a la formacién de HCO3™ en el pH alcalino (> 8,

Figura 5.3) por dos medios: 1) la hidratacion de CO; y posterior reaccion acido-base para
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formar HCO3™ y 2) una reaccién directa de CO, con OH™ para formar HCO3™ (Sydney et al.,
2014). Por lo tanto, una ventaja del incremento de pH en solucioén y uso de la aeracion
durante el cultivo de microalgas podria ser la captacion de CO;, atmosférico como una de
las fuentes principales de carbono. Igualmente, se debe considerar que otra utilidad del pH
alcalino en el cultivo de microalgas estd dada por la eliminacién o reduccién de la
poblacion de microorganismos patdgenos (e.g. coliformes) a un pH superior o igual a 9.5

(Heubeck et al., 2007).
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Figura 5.4.- Concentracion de CI inicial y posterior a 30 dias de cultivo de los 16
consorcios de microalgas evaluados en soluciéon nutritiva LC. Promedio (n = 3) + EE.
ANOVA de una sola via. Diferentes letras indican diferencia significativa (Tukey, o =

0.05)

5.1.3.- Efecto del pH alcalino y composicion de la solucion nutritiva en la auto-

floculacion de microalgas

Es de destacar que la auto-floculacién en microalgas se asocia a la formacién de
precipitados inorgénicos de calcio o magnesio en la solucién nutritiva y no Unicamente al
incremento de pH del cultivo como tal (Show et al. 2013; Vandamme et al. 2013; Nguyen

et al., 2014). Esto ultimo fue confirmado por Nguyen et al. (2014), el cual indic6 que la

44



auto-floculacién de las microalgas a través del aumento natural del pH sélo ocurre en los
medios suplementados con calcio o magnesio. Asimismo, se cree que el mecanismo de
accion de la auto-floculacion se debe a la interaccion entre los precipitados de calcio o
magnesio con cargas superficiales positivas y la neutralizacién posterior de la carga
superficial negativa de las células de microalgas (Becker 2004; Vandamme et al., 2013).
Sin embargo, todavia hay incertidumbre sobre el mecanismo general (Vandamme et al.,
2012). No obstante, se ha identificado que la precipitacion de fosfato de calcio (Caz(POs),)
en condiciones alcalinas (pH 9 a 11) juega un papel muy importante en la auto-floculacién
(Laliberté et al. 1997; Vandamme et al. 2012; Nguyen et al. 2014) la cual se logra
adecuadamente en concentraciones de 0.03 a 0.07 mM de fosforo de fosfato y de 1.5 a 2.5
mM de calcio (Sukenik y Shelef 1984; Lavoie y De la Noiie 1987). Igualmente, se ha
reportado que el magnesio a concentraciones superiores a 0.15 mM puede inducir de forma
significativa la auto-floculacién (Vandamme et al. 2012, 2013), ya que a pH elevado (=
10.2 - 11.5) el Mg2+ forma precipitados de hidroxido de magnesio (Mg(OH),) (Parks 1967;
Nguyen et al., 2014).

En la presente investigacion, la solucién nutritiva LC proporciondé concentraciones
suficientes de: Ca (6.25 mM), Mg (2.00 mM), P (1.00 mM) y bajo suministro de C (0.20
mM) (Tabla 4.1) para facilitar la formacién de Caz(PO.), y Mg(OH), durante el incremento
gradual de pH ocasionado por el crecimiento de las microalgas. A razén de estas
caracteristicas se observaron dos posibles efectos indirectos a la auto-floculacion como: 1)
la disminucién de la CE (36.1 a 51.1%) en la solucién nutritiva y 2) el alto contenido de
materia inorgénica en la biomasa cosechada de los 16 consorcios de microalgas evaluados
(21.4 £ 0.7 a 359 £ 0.9%) Figuras 5.5 y 5.6. La declinaciéon de la CE observada podria
corresponder a la asimilacion de los nutrientes en forma idnica por las microalgas y / o
precipitacién de compuestos iénicos tales como: NO3 -, PO4*, SO,*, Na*, K*, Ca**, Mg**
Fe™* / Fe’* y elementos traza que contribuyen a la CE global de la solucién (Oswald 1988;
Yu et al., 2005; Cai et al., 2013). En concordancia a la disminucién de la CE, la biomasa

cosechada resultante presento una alta concentracion de materia inorganica.
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5.2.- Acondicionamiento, semi-purificacion y seleccion de un consorcio de
microalgas de acuerdo a su capacidad de floculacion y produccion de

biomasa durante su cultivo y resiembra en ESPTAR

Una estrategia practica y aplicable para la operacion de cultivos de microalgas, esta dada
por la seleccion y adaptacion de cepas con fenotipos deseables, para su uso en distintos
recursos hidricos no aprovechados tales como los ESPTAR (Mata et al., 2010; Rawat et al.,
2011; Razzak et al., 2013; Sutherland et al., 2015). Por otra parte, cabe destacar que en el
desarrollo de una poblacién de microalgas la imposicion o cambio de las caracteristicas de
cultivo (e.g. composicion del medio nutritivo, pH, fotoperiodo, temperatura, etc.) provoca
una adaptacion (i.e. un acondicionamiento celular que promueve un mejor crecimiento y un
menor tiempo en la fase de latencia) y seleccion de especies (Barsanti y Gualtieri 2006;
Lananan et al., 2014). Asimismo, el acondicionamiento de microalgas a un medio de
cultivo para la produccion de biomasa son demostrados por Rizkytata et al. (2014), a través
de la evaluacién del crecimiento de Chlorella vulgaris utilizando concentraciones de 10.0,
20.0, 30.0, 37.5 y 50.0% de aguas residuales agroindustriales de tofu como fuente de
nutrientes. En dicha evaluacidn, se obtuvo una disminucién en el crecimiento de Chlorella
vulgaris al emplear 37.5 % y 50.0% de agua residual y una mayor produccion de biomasa a
30% de aguas residuales, siendo esta ultima concentracion la que requirié un mayor tiempo
de adaptacion celular (i.e. fase de latencia) en comparacién a las concentraciones de 10 y

20% de agua residual.

En este estudio los consorcios de microalgas 9 y 10 tras 10 dias de acondicionamiento a los
ESPTAR como medio nutritivo y 5 ciclos de re-siembra con la finalidad de semi-purificar
(i.e. eliminar la fraccion que no sedimento), indicaron un alto porcentaje en la capacidad de
floculacion con valores para el ciclo 5 de 98.0 +£ 0.2 y 99.4 + 0.2% (consorcio 9 y 10
respectivamente) (Figura 5.7). Asimismo, la alta recuperacion de biomasa (>98%) se
encontrd entre los valores obtenidos por la adicion de floculantes (60 a 100%) (Wan et al.,
2015), lo que remarca el alto potencial del cultivo de consorcios de microalgas previamente

acondicionados y semi-purificados en un recurso altamente sostenible (ESPTAR) (Rawat et
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al., 2011), el cual dada sus caracteristicas fisicoquimicas permite un crecimiento favorable

en el desarrollo de las microalgas (Beltran-Rocha 2014; Guldhe ef al., 2017).
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Figura 5.7.- Capacidad de floculacion (%) de los consorcios de microalgas 9 y 10
durante su cultivo en cinco lotes sucesivos en ESPTAR. Promedio (n =3) + EE. La

ausencia de la barra de error indica EE no apreciable

Ademds de considerar la preparaciéon del consorcio (i.e. acondicionamiento y semi-
purificacion) para la facil cosecha de biomasa de microalgas empleando ESPTAR, se
considerd la estabilidad del cultivo medida a través de la generacién de biomasa, esto con el
fin de llevar escalamientos posteriores para la producciéon de biomasa en condiciones de
intemperie. Los resultados obtenidos tras 5 ciclos y recambios totales de ESPTAR, sefialan
un estabilidad y produccion favorable durante el cultivo del consorcio 10, obteniendo una
concentracion final de 1.3 £ 0.1 g (BS) / L equivalentes a una produccién del 151% (en
comparacion al valor inicial de inéculo 0.5 g (BS) / L) Figura 5.8. Por otra parte, el
consorcio 9 no indic6 una produccion adecuada de biomasa alcanzando un valor final a 10
dias de cultivo de: 0.4 £ 0.0 g (BS) / L, concentracion que representa una pérdida de 11.5%
tomando en cuenta la concentracion inicial de biomasa Figura 5.8. Debido a los resultados
de produccién de biomasa se seleccioné el consorcio de microalgas 10 para su posterior

evaluacion a intemperie.
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de error indica EE no apreciable

5.3.- Acondicionamiento, semi-purificacion y evaluacion de un consorcio
de microalgas durante la produccion de biomasa y pulimento de ESPTAR

a intemperie

5.3.1.- Capacidad de floculacion y produccion de biomasa de microalgas durante su

cultivo a intemperie en lotes sucesivos utilizando ESPTAR

Los resultados del acondicionamiento y semi-purificacién del consorcio de microalgas 10
para su cultivo con generaciéon de biomasa para su facil cosecha y operacién bajo
condiciones ambientales en ESPTAR, indico efectos favorables posterior a realizar el
primer recambio del cultivo en lote, aumentando la capacidad de floculacién de 74.6% (lote
1) a 84.0% (lote 3) Tabla 5.1. De igual manera la produccién de biomasa mostr6 efectos
positivos incrementando la concentracién de biomasa de 66% (lote 1) a 167% (lote 3) Tabla

5.1.

49



Tabla 5.1.- Capacidad de floculacion, concentracion (g (BS) / L) y aumento de

biomasa (%) del consorcio 10 de microalgas cultivado en lotes con ESPTAR

Lote Capacidad de floculacion (%) Concentracion final g (BS) /L. Aumento de biomasa (%)*

1 74.6 +0.7° 0.17 +£0.018 66+ 118
2 81.4+0.8" 0.23 £ 0.01"B 133 + 548
3 84.0 +0.9* 0.27 +0.01* 167 + 134

* Valor generado con respecto a la concentracién inicial de indculo. Promedio (n = 3) £ EE. ANOVA de una

sola via. Letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (Tukey, a = 0.05)

Los efectos del acondicionamiento y semi-purificacién del consorcio de microalgas 10 en el
aumento de la producciéon de biomasa y capacidad de floculacién, se pueden observar de
manera indirecta a través de los decrementos obtenidos para la CE durante el cultivo en lote
sucesivos, en el cual inicialmente se obtuvo una reduccién de 8.5% (lote 1), aumentando
posteriormente a 19.8 y 18.1% para los lotes 2 y 3 respectivamente Figura 5.9. Tal como lo
sefiala Oswald (1988), la declinacion de la CE debido a la actividad de las microalgas
podria representar un pardmetro altamente correlacionado con el aumento de la produccion
de biomasa de microalgas, ya que el consumo de elementos basicos para el crecimiento de
microalgas, es decir, N y P (en formas i6nicas NO3~, PO43_), componentes i6nicos como
Na*, K*, Ca®*, Mg®*, Fe* / Fe’* y elementos traza (Cai et al., 2013) contribuyen a la CE
total de la solucion. Asimismo, parte del decremento obtenido en la CE, podria ser debido a
la precipitacién de iones como Ca®*, Mg”* y PO, los cuales participan en el proceso de
auto-floculacién de microalgas a través de su co-precipitacion (Sukenik y Shelef 1984;

Becker 2004; Yu et al. 2005; Nguyen et al., 2014).
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Figura 5.9.- Valores de CE durante el cultivo en lotes sucesivos del consorcio de
microalgas 10 en ESPTAR. Promedio (n = 3) + EE. La ausencia de la barra de error indica

EE no apreciable

5.3.2.- Efecto del aumento del pH en ESPTAR durante el cultivo de microalgas

En el cultivo de microalgas, el pH estd controlado principalmente por las especies de
carbono (CO,, HCO3; , C032_) que amortiguan el pH (Rashid ez al., 2014). Una medida de
la capacidad del agua para neutralizar iones H, CO3> y otros iones que modifican el pH
estd dada por la alcalinidad total medida en mg/L. de CaCO3; (Wolf-Gladrow et al., 2007;
Williams et al., 2009). Los resultados de alcalinidad total posteriores a 5 dias de cultivo
para cada uno de los 3 lotes evaluados indicaron reducciones de 13.1 % (lote 1) y 50.3%
(lote 2 y 3) con respecto al valor inicial de 209.3 + 2.5 mg/L de CaCO;3; Tabla 5.2. Este
decremento en la alcalinidad total del agua, podria ser debido al consumo HCOs el cual al
ser consumido directamente durante el desarrollo de las microalgas produce
proporcionalmente una disminucion en la alcalinidad total del agua (Sawyer y McCarty
1967). Por otra parte, se ha observado que cuando el CO; es asimilado directamente por las
microalgas, se evitan modificaciones de pH en el sistema acudtico debido a que no todo el
CO; en equilibrio consigue disolverse en el medio acuoso (Sawyer y McCarty 1967). Esto

ultimo podria indicar que el CO, atmosférico proveniente de la aireaciéon (0.1 VVM), no
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rebaso el consumo de carbono por parte del desarrollo del consorcio de microalgas 10,

presentandose reducciones de alcalinidad total al término de cada lote de cultivo Tabla 5.2.

Tabla 5.2.- Resultados de la alcalinidad total posterior al cultivo en lotes del consorcio

de microalgas 10 en ESPTAR

Alcalinidad total (mg/L de CaCO;)

Valor inicial 209.3+2.5

Valor final lote Alcalinidad total (mg/L de CaCO;) % de Reduccion
1 182.0 +2.0* 13.1 +1.0°

2 104.0 + 4.0° 50.3 +1.9%

3 104.0 +4.0° 50.3 +1.9%

Promedio (n = 3) £+ EE. ANOVA de una sola via. Letras diferentes en la misma columna indican diferencia

significativa (Tukey, a = 0.05)

Al final de 5 dias de cultivo para cada lote del consorcio de microalgas 10 cultivado, se
obtuvo un incremento del pH (valor inicial de 8.0 £ 0.0) de 9.7 £ 0.0, 9.8 £ 0.0y 9.9 £ 0.0
para los lotes 1, 2 y 3 respectivamente Figura (5.10). En sistemas acudticos es reportado
que en el intervalo de pH 8 a 10.5 la forma predominante de carbono inorganico disuelto es
HCO;3; (Markou y Georgakakis 2011), la cual podria haber predominado en este estudio
dado la concordancia de pH (intervalo de 8.0 a 9.9 de pH Figura 5.10). Esto dltimo explica
en gran medida el aumento del pH debido a que el consumo de HCO; aporta el CO,
necesario para el desarrollo de las microalgas a la par de generar OH que propicia la
elevacion del pH del medio (Martinez et al. 2000). De igual manera, la fuente de nitrégeno
inorgdnico utilizada por las microalgas contribuye a los cambios de pH, en la cual si la
fuente principal de nitrégeno es NH4" su asimilacién acidificaria el pH por la produccién de
H" (Barsanti y Gualtieri 2006). No obstante, en los ESPTAR la forma predominante de
nitrégeno inorgéanico es NO3 (> 98%) (Wang et al., 2010; Ji et al., 2013; Beltran-Rocha
2014), el cual al ser asimilado produce de manera equivalente OH ocasionando aumentos
en el pH (Song et al., 2011; Rashid et al., 2014), tal como los presentados en este estudio
(Figura 5.10). Considerando la capacidad de las microalgas de incrementar el pH por
consumo de NO3; y agotamiento de carbono (e.g. HCO;3 ), se podria modular el aumento

del pH de acuerdo a su tiempo de cultivo.
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Figura 5.10.- Valores de pH durante el cultivo en lotes sucesivos del consorcio de
microalgas 10 en ESPTAR. Promedio (n = 3) £ EE. La ausencia de la barra de error indica

EE no apreciable

Por otro lado el aumento de pH (valores entre 9 y 10) por la actividad fotosintética natural
de las microalgas conseguido en este estudio, destaca con ventajas tales como: cumplir con
la normativa de descarga NOM-001-SEMARNART-1996 (pH de 5 a 10) y favorecer el
proceso de auto-floculacion de las microalgas a través de la co-precipitacion de calcio /
fosforo para la formacién de precipitados de fosfato de calcio Caz(POy), (en un intervalo de
pH de 9 a 11) (Vandamme et al., 2012; Nguyen et al., 2014). Otra ventaja del aumento de
pH en los ESPTAR del presente estudio es la probable desinfeccion o condicion
desfavorable para el crecimiento de coliformes totales, fecales y E. coli (Tabla 5.3), tal
como lo reportan Heubeck et al. (2007), los cuales obtuvieron un efecto en la eliminacién
de E. coli durante el cultivo de microalgas en aguas residuales domésticas, alcanzando
reducciones de =50% a pH 8 y de 100% a pH de 9.5. Este punto es particularmente
importante, debido a que la eliminacion por el aumento de pH en el cultivo da el beneficio
potencial de proporcionar un método de desinfeccién sin cloro en los ESPTAR previo a la

descarga en sistemas acudticos receptores.
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Tabla 5.3.- Resultados de la calidad microbiolégica (coliformes totales, coliformes

fecales y E. coli) inicial y posterior al cultivo en lotes del consorcio de microalgas 10 en

ESPTAR
Coliformes totales Coliformes fecales E. coli
Valor inicial ESPTAR 16.5+3.5 <2 <2
Coliformes totales Coliformes fecales E. coli
Valor final lotes: 1,2y 3 <2 <2 <2

Promedio (n = 3) + EE
5.3.3.- Evaluacion del pulimento en ESPTAR durante el cultivo de microalgas

En ambientes acuaticos tales como los ESPTAR, la forma de nitrogeno maés oxidada,
termodindmicamente estable y predominante es NOs , en la cual la suma de NO, y NH4"
representa solo una pequeiia fraccion del nitrégeno inorganico (Barsanti y Gualtieri 2006).
Asimismo, el consumo y reducciéon de NO3; se produce en un proceso que implica dos
reducciones para la produccion de NHy" a nivel de cloroplasto, produciéndose NO;
durante el proceso de reduccién de NOs; a NH;" que posteriormente es asimilado e
integrado a aminodcidos (Burhenne y Tischner 2000; Umamaheswari y Shanthakumar
2016). Los resultados de eliminacién de NO; para los 3 lotes consecutivos de cultivo de
microalgas 10 en los ESPTAR, indicaron reducciones considerables con 30.9 + 0.5, 55.8 +
0.9y 53.6 £ 1.3% para los lotes 1, 2 y 3 respectivamente (Tabla 5.4). Lo que podria indicar
un acondicionamiento al consumo de NOs3 y produccién de biomasa posterior al cultivo de
microalgas del lote 1 (Tabla 5.1). De igual manera, el fosforo total presentd reducciones
considerables indicando una eficiencia mayor al 90% (Tabla 5.4). Cabe mencionar que
aunque el fosforo es considerado como el nutriente limitante en el cultivo de microalgas
(para sistemas de produccion y tratamientos) (Cai et al., 2013) se reporta que
concentraciones de 15 pg/L de PO4-P son suficientes para promover y saturar el
crecimiento de algas en la mayoria de los sistemas acudticos (Correll 1998), por lo que en
este estudio no se vio limitado el cultivo para la produccién de biomasa y pulimento de los
ESPTAR por microalgas. Por otra parte, el pulimento ocasionado por el desarrollo de las
microalgas en el presente estudio, dio como resultado el cumplimiento de descarga de N
(lotes de cultivo 2 y 3) y P (lotes de cultivo 1, 2 y 3) para sistemas acudticos sensibles a

eutrofizacién segun lo aplicado por normas estrictas tal como la Directiva 91/271/CEE que
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estipula concentraciones menores de 1 mg/L de PT y 10 mg/LL de NT para su descarga

(Consejo CE, 1991).

Tabla 5.4.- Resultados del pulimento de NO3™-N y PO, -P posterior al cultivo en lotes

del consorcio de microalgas 10 en ESPTAR

NO;™-N (mg/L) PO, -P (mg/L)
Valor inicial ESPTAR  17.6+0.2 3.8+0.1
Valor final lote NO;5-N (mg/L) % de Reduccion PO, -P (mg/L) % de Reduccion
1 12.1 £0.1* 30.9+0.5" 0.4 +0.0* 90.4 +0.1¢
2 7.8 £0.2° 55.8+09% 0.2 +0.0° 952 +0.2%
3 8.2+0.2° 53.6+1.3% 0.3 +0.0° 93.0 +0.0°

Promedio (n = 3) £ EE. ANOVA de una sola via. Letras diferentes en la misma columna indican diferencia

significativa (Tukey, a = 0.05)

5.3.4.- Caracterizacion fisicoquimica parcial de la biomasa de microalgas generada de

ESPTAR para su valorizacion y determinacién de uso potencial

Las microalgas tienen la capacidad de adaptarse a una amplia gama de condiciones durante
su cultivo (e.g. composicion del medio, pH, temperatura, luz, etc.). Tales adaptaciones
influyen en la composiciéon bioquimica de la biomasa resultante (Loladze y Elser 2011;
Choi y Lee 2015; Whitton et al., 2016). La Tabla 5.5 muestra la composicidn fisicoquimica
de la biomasa del consorcio de microalgas 10 posterior al pulimento en ESPTAR. La baja
concentracion de lipidos en la biomasa resultante (0.35 £ 0.02 BS %), indica que el uso de
los ESPTAR como solucién nutritiva no es un medio adecuado para la generacion de
aceites y posterior produccion de biodiésel. Cabe sefialar, que para obtener rentabilidad en
la produccion de biodiésel se requiere una alta tasa de crecimiento asociada a un alto
contenido de lipidos en la biomasa (>70%) (Rashid et al., 2014), ademds del disefio de
subsistemas de bajo costo que incluyan la extraccioén de lipidos y su conversion a biodiésel

(Cai et al., 2013; Craggs et al., 2013).

De manera alternativa, debe considerarse que las microalgas poseen una alta capacidad para
eliminar eficientemente a los cationes metdlicos (M"™) de la solucién acuosa, las cuales en
gran parte se incorporan como material organico en la célula (Barsanti y Gualtieri 2006;

Park et al., 2011). En el presente estudio, los resultados muestran una alta recuperacion de
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metales (medidos como contenido de ceniza) con un valor de 46.5 + 0.7% y la probable
asimilacién de iones metdlicos como Na*, K*, Ca**, Mg**, Zn**, AI’** y Fe**/Fe**, como es
descrito previamente por Wang et al. (2010) quienes observaron disminuciones de estos
iones metélicos durante el cultivo de Chlorella sp. en los ESPTAR. Por otro lado, la
composicién de la biomasa de microalgas resultante (Tabla 5.5) sugiere que la biomasa
podria usarse como biofertilizante, debido a su alto contenido de minerales
(micronutrientes) y macronutrientes como C, N y P incorporados en forma orgéanica (i.e.
carbohidratos, proteinas y lipidos). Igualmente, debe considerarse que las microalgas
contienen reguladores del crecimiento vegetal (e.g. auxinas, giberelinas y citoquininas) que
podrian mejorar el crecimiento de los cultivos agricolas (Barsanti y Gualtieri 2006; Garcia-
Gonzalez y Sommerfeld 2016). Cabe destacar, que desde el punto de vista de la
sustentabilidad, los biofertilizantes a base de microalgas son recursos importantes que atin
no se aprovechan o usan ampliamente, utilizando efluentes secundarios municipales. La
generacion de biofertilizantes a partir de microalgas y ESPTAR, ciertamente podria ser
rentable con poca contribucion a la contaminacién ambiental a la vez de proporcionar un
efecto estimulante y beneficioso sobre el crecimiento de las plantas (Pittman et al., 2011;
Garcia-Gonzalez y Sommerfeld 2016). Finalmente, otra de las ventajas de usar microalgas
como biofertilizante es la posibilidad de ahorrar energia al evitar el secado de la biomasa,

mediante el uso directo del cultivo vivo o extractos himedos.

Tabla 5.5- Composicion fisicoquimica de la biomasa generada en ESPTAR

Analisis Composicion fisicoquimica de la biomasa microalgas BS (%)
Nitrégeno total Kjeldahl 3.6+0.1

Materia inorgéanica (cenizas) 46.5 £0.7

Lipidos totales 0.35+0.02

Fésforo total 24+0.0
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Capitulo 6
CONCLUSIONES

il.

iii.

.

La produccién de biomasa posterior a 30 dias de cultivo en solucién nutritiva LC
varid de 1.4 a 4.4 g (BS) / L entre los 16 consorcios de microalgas evaluados. Estos
resultados resaltan el diferente potencial de la diversidad bioldgica y la necesidad de
seleccionar especies de alto rendimiento previo a la produccidén de biomasa a gran

escala.

Se obtuvo una alta capacidad de floculacién (81 a 100 %) probablemente como
resultado de la auto-floculacién causada por el aumento natural del pH (de 4.7 a
mds de 9.0) durante el crecimiento de las microalgas en la solucion nutritiva LC y
otros factores tales como: suministro reducido de carbono (i.e. proporcionado por la
solucion nutritiva y aireacion) y la formacién de precipitados de fosfato de calcio o

hidréxido de magnesio.

El pH alcalino alcanzado en la solucion nutritiva LC, fue una caracteristica que
permitié la formacion de HCOs; y el incremento de la concentracién de carbono
inorgdnico en el medio acuoso durante la aireacién. Por otro lado, se observaron dos
efectos secundarios durante la auto-floculacion: disminucion pronunciada de la
conductividad eléctrica (36.1 a 51.1%) y alta concentracién inorgénica (21.4 a

35.9%) en la biomasa cosechada.

La semi-purificacion basada en la eliminacién de la fraccion suspendida de
microalgas y el acondicionamiento a través de la re-siembras en el ESPTAR
utilizando los consorcios de microalgas 9 y 10 favoreci6 la facil cosecha de biomasa
y la alta capacidad de floculacién con valores de alrededor del 98% de recuperacion
para ambos consorcios. Por otra parte, solo el cultivo con el consorcio 10 indic6 una
produccién favorable de biomasa, representando un mejor acondicionamiento a los

recambios de agua durante el cultivo.
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VI.

Vil.

Viil.

X.

El cultivo a intemperie del consorcio de microalgas 10 acondicionado y semi-
purificado para la generacion de biomasa de facil cosecha en efluentes secundarios
municipales, tras cultivarse en una serie de 3 cultivos en lote continuos, obtuvo
incrementos en la capacidad de floculacién de 74.6% (lote 1) a 84% (lote 3) y
produccién de biomasa de 66% (lote 1) a 167% (lote 3).

En general, el consorcio de microalgas 10 tras el acondicionamiento y semi-
purificacién en el ESPTAR indicé un mayor potencial para la reducciéon de la CE
(de: 8.5 a 18.1%), alcalinidad total (de: 13.1 a 50.3%), NOs -N (de: 30.9 a 53.6%) y
PO,> -P (de: 90.4 2 93.0%).

El tratamiento de pulimento en los ESPTAR utilizando el consorcio de microalgas
10 redujo las concentraciones de fésforo y nitrégeno (a excepcion del lote 1 del
cultivo) para su descarga a sistemas acudticos sensibles a eutrofizacién, que se

permite segtin la Directiva 91/271/EEC (< 1 mg/L de PT y < 10 mg/L de NT).

El uso de los ESPTAR como medio de cultivo y el bajo contenido de lipidos
(0.35%) de la biomasa de microalgas obtenida indicaron no ser utiles para la
produccion de biodiésel. Por otro lado, la alta concentraciéon de materia inorgédnica
(46.5%) sugiere que la biomasa podria reciclarse facilmente como biofertilizante
debido al suministro de minerales y compuestos orgdnicos de C, N y P (e.g.

carbohidratos, proteinas y lipidos).

Se demostr6 que es posible acondicionar y semi-purificar un consorcio de
microalgas nativas para mejorar la capacidad de floculacion, producciéon de biomasa
y pulimento de los efluentes secundarios municipales. En relacion a esto, se destaca
que no se requirié una modificacién externa en los cultivos (e.g. uso de agentes
floculantes) para aumentar la capacidad de floculacién, lo cual disminuiria costos en
el proceso de produccion de biomasa y modo de cosecha convencional. Asimismo,
los efluentes secundarios cumplieron con los limites permisibles de descarga para N

y P de la Directiva 91/271/EEC, la cual a nivel internacional es la legislacion mas
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estricta. Finalmente, a partir del uso de los efluentes secundarios municipales como
medio de cultivo y la recuperacion de nutrientes (principalmente la alta
concentracion de minerales) por las microalgas, se identific6 de manera parcial el

aprovechamiento de la biomasa como un biofertilizante.
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