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RESUMEN

El tratamiento de aguas residuales mediante un consorcio de microalgas y la
acumulacion simultanea de carbohidratos como precursor de biocombustibles representa una
alternativa prometedora. En especial, el uso de aguas residuales industriales puede
proporcionar altas relaciones C: N o C: P, lo que puede aumentar de forma natural el contenido
de carbohidratos en las microalgas sin la necesidad de agregar una fuente externa de carbono
mientras se brinda tratamiento a las aguas residuales. El objetivo de este estudio fue
determinar el potencial de un consorcio mixto de microalgas para el tratamiento de aguas de
enfriamiento residual de la industria cementera (ARC) en combinacion con aguas residuales

domésticas (ARD) en ensayos por lotes y semicontinuos.

Primero, diferentes fotobiorreactores fueron inoculados con consorcios mixtos de
microalgas utilizaron diferentes proporciones de ARC y ARD en un régimen en lotes para
seleccionar la mejor mezcla. La mezcla 25/75 viv obtuvo mejores resultados por lo que se
utilizé en un régimen semicontinuo para operar con tiempos de retencion hidraulica (TRH) de
10, 8 y 6 dias. Se monitore6 el consumo de nutrientes, la remocion de materia organica vy el
crecimiento de algas. Al final se evalu6 el potencial de los carbohidratos obtenidos como

materia prima para la generacion de biocombustibles.

En la operacion por lotes, se consumieron totalmente los nutrientes y se alcanz6 una
eficiencia de remocién de materia organica >50%, mientras se obtuvo un maximo de biomasa
algal de 1.45 g SSV L' y una acumulacién de carbohidratos de 52%. En el modo semicontinuo
con la mezcla 75/25% vlv, se obtuvo un crecimiento maximo de 1.02 g SSV L1, asi como como
una remocién de hasta 80% los nutrientes en la DQO. La mayor acumulacién de carbohidratos
(54%) se obtuvo con el TRH 8.

Este proceso representa una alternativa para el tratamiento de aguas residuales y una

herramienta sustentable para la generacion de biomasa util para desarrollar biocombustibles.






ABSTRACT

The treatment of wastewater using a consortium of microalgae and the simultaneous
accumulation of carbohydrates as a precursor to biofuels represents a promising alternative.
In particular, industrial wastewater can provide high C: N or C: P ratios, which can naturally
increase the carbohydrate content in the microalgae without adding an external source of
carbon while treating the wastewaters. The objective of this study was to determine the
potential of a mixed consortium of microalgae for the treatment of residual cooling water from
the cement industry (ARC) in combination with domestic wastewater (ARD)) in batch and semi-

continuous tests.

First, different photobioreactors were inoculated with mixed consortia of microalgae using
different proportions of ARC and ARD in a batch regime to select the best mixture. The 25/75
v / v mixture obtained the best results; therefore, it was used in a semi-continuous regime to
operate with hydraulic retention times (HRT) of 10, 8, and 6 days. Nutrient consumption,
organic matter removal, and algae growth were monitored. In the end, the potential of the

carbohydrates obtained as raw material for the generation of biofuels was evaluated.

The nutrients were completely consumed in the batch operation, and an organic matter
removal efficiency > 50% was reached, while maximum algal biomass of 1.45 g SSV L* and a
carbohydrate accumulation of 52% were obtained. In the semi-continuous mode with the
75/25% v / v mixture, a maximum growth of 1.02 g SSV L was obtained, as well as a removal
of up to 80% of the nutrients in the COD. The highest accumulation of carbohydrates (54%)
was obtained with HRT 8.

This process represents an alternative for wastewater treatment and a sustainable tool

for generating valuable biomass for developing biofuels.
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1. INTRODUCCION

El creciente efecto adverso del calentamiento global debido a un modelo de economia
lineal fomenta la exploracion e implementacion de un modelo alternativo circular, limpio y
sostenible. La valorizacion de residuos es fundamental para lograr una economia circular. En
este sentido, las aguas residuales de origen municipal o industrial pueden utilizarse como
materia prima para generar productos sostenibles con la ayuda del metabolismo de
determinados microorganismos. El uso de las microalgas y las cianobacterias se ha
considerado una alternativa digna de mencién. Entre las ventajas se incluyen las altas tasas
de crecimiento, la fijacion de CO, a través de la fotosintesis, y que la biomasa se puede
convertir en biocombustible y varios productos de valor agregado utilizando aguas residuales
como sustrato (Ho et al., 2017; Nilsson et al., 2020; Tiwari et al., 2019).

Recientemente, se ha prestado mayor atencion al desarrollo de biocombustibles
sostenibles a partir de carbohidratos procedentes de algas. Los biocombustibles a base de
carbohidratos como el bioetanol, el biobutanol y el biohidrégeno representan una alternativa
atractiva para reducir la dependencia de los combustibles fosiles y minimizar los gases nocivos
de su combustion. Algunas especies de microalgas pueden acumular valores cercanos al 65%
de carbohidratos en su biomasa, por lo que se consideran una buena alternativa como materia
prima para biocombustibles derivados de carbohidratos (Aikawa et al., 2012; Markou et al.,
2012; Yuan et al., 2018). Sin embargo, aun existen desafios relacionados con la viabilidad del
proceso, especialmente en lo que respecta a encontrar las condiciones que favorezcan una
alta acumulacién de carbohidratos en la biomasa, el proceso de cosecha, una fermentacién
eficiente y aspectos relacionados con los costos de produccion (Arias et al., 2020; de Farias
Silva et al., 2020; Ho et al., 2013; Nzayisenga et al., 2018).

Algunos estudios han indicado que una alta acumulacién de carbohidratos en la biomasa
conlleva varios beneficios, por ejemplo, Markou et al. (2012b), relacionaron la eficiencia de la
biofloculacion de Arthrospira sp. con el aumento de carbohidratos, lo que podria evitar un
proceso costoso de recoleccion posterior. Incluso la biomasa residual del proceso de
extraccion de carbohidratos (en el caso de la produccion de bioetanol) podria utilizarse como
materia prima para fertilizantes bajo el concepto de economia circular (Ho et al., 2017; Markou
et al., 2012; Wuang et al., 2016).



Las microalgas y las cianobacterias pueden almacenar carbohidratos como mecanismo
de almacenamiento de energia intracelular. Los almacenan como glucégeno, almidon,
amilopectina, sacarosa o incluso celulosa extracelular como respuesta del cloroplasto a
ambientes desfavorables, como relaciones desproporcionadas C: N o C: P, limitacion de Ny
P con exceso de estrés por carbono o sal (Arias et al., 2021). El uso alternativo de aguas
residuales como fuente de nutrientes para la biomasa rica en carbohidratos representa una
estrategia prometedora para reducir los costos de produccién asociados con el aporte de
nutrientes (Arias et al., 2019; Gifuni et al., 2018).



2. MARCO TEORICO

2.1 Biocombustibles

Los biocombustibles se definen como recursos energéticos procesados por el ser
humano que se obtienen de biomasa. El término biomasa, en el sentido amplio, se refiere a
cualquier tipo de materia orgénica, ya sea de origen vegetal o animal que haya tenido su origen
inmediato en el proceso biolégico de segunda y tercera generacion (Alvarez, 2009). Los
biocombustibles de primera generacion son aquellos que se producen a partir de materias
primas agricolas que derivan de fuentes como el almidén, el aceite vegetativo y las grasas
animales. Los biocombustibles derivados de la biomasa lignocelulésica se les llama
biocombustibles de segunda generacion; mientras que aquéllos que utilizan algas (microalgas
y macroalgas) se les conoce como de tercera generacion. Los biocombustibles de cuarta
generacién generalmente se derivan de la combinacién de materias primas que han sido

modificadas genéticamente (Sankaran et al., 2019).

A pesar de los grandes beneficios que aportan los biocombustibles de primera
generacion, los cuales son asociados con el reemplazo parcial de algunos combustibles
fésiles, plantea una seria preocupacion sobre el uso de estas materias primas para fines de
bioenergia, ya que la seguridad alimentaria global actual y futura ain no esta completamente
garantizada (Sanchez et al., 2019). La segunda generacién de biocombustibles ofrece ventajas
claras, como una amplia disponibilidad y bajo costo de la materia prima, y la no competencia
con la produccion de alimentos. Sin embargo, enfrentan serias desventajas debido a la
composicion y estructura de la biomasa lignoceluldsica, que requiere pretratamientos

mecanicos Y fisicoquimicos bastante intensivos (Kumar et al., 2016).

Diversas investigaciones actuales se han centrado en los biocombustibles de tercera
generacion que se derivan de las microalgas. Actualmente se estan promoviendo como una
materia prima de biocombustibles adecuada debido a su rapida tasa de crecimiento, capacidad
de secuestro de CO, (balance de emisiones cero), uso de nutrientes de desecho y alta
capacidad de producciébn de compuestos de almacenamiento (lipidos, polisacéaridos).
Tampoco compiten con los cultivos de alimentos o forrajes, ya que pueden crecer en areas

extensas y utilizadas en areas no cultivables (Lakatos et al., 2019).



2.2 Microalgas como sustrato para la produccion de biocombustibles

El término “alga” hace referencia a los organismos fotosintéticos eucarioticos productoras de

02, excluyendo a las plantas superiores. Las algas se clasifican en diferentes grupos:

® Algas verdes (Chlorophyceae),
® Algas rojas (Rhodophyceae),

® Diatomeas (Bacillariophyceae),
[

Algas marrones (Phaeophyceae).

Cabe destacar que, aungue las cianobacterias (algas verdeazuladas) se clasifican en el
dominio de las bacterias, al ser procariotas fotosintéticas, a menudo se les considera "algas".
También se clasifican en dos grandes grupos de acuerdo con su tamafio; macroalgas y
microalgas. Las macroalgas son organismos multicelulares, que desarrollan estructuras como

plantas superiores y sus tamafios pueden exceder varios metros. (Markou et al., 2012).

Las microalgas son microorganismos fotosintéticos unicelulares procariotas
(cianobacterias) y eucariotas con un tamafio que oscila desde 0.2 uym hasta los 100 ym
(Waterbury, 2006). La distribucion de éstas es muy amplia puesto que pueden encontrarse en
hébitats diversos tales como aguas marinas, dulces, salobres, residuales o en el suelo bajo;
viven en un amplio rango de temperaturas, pH y disponibilidad de nutrientes (Li et al., 2019).
Se les considera responsables de la produccién del 50% del oxigeno y de la fijacién del 50%
del carbono en el planeta. Su biodiversidad es enorme, se han identificado alrededor de 40,000
especies, aunque se estima que existen mas de 100,000 especies, de las cuales con
frecuencia se desconoce su composicion bioquimica y metabolismo. Se clasifican de acuerdo
con varios parametros tales como pigmentacién, ciclo de vida, morfologia y estructura celular.
Las especies mas estudiadas para aplicaciones biotecnol6gicas corresponden a las algas

verdes y a las diatomeas (Garibay-Hernandez et al., 2008).

Las microalgas utilizan la energia del sol y nutrientes inorganicos como diéxido de
carbono, nitrégeno y fésforo para generar su propia biomasa compuesta por lipidos, proteinas,
carbohidratos y pigmentos. Estos compuestos tienen numerosas aplicaciones, por ejemplo los
lipidos pueden ser utilizados para generar biodiesel a partir de una transesterificacion y para
los carbohidratos se realiza una fermentacion para obtener bioetanol (Markou & Nerantzis,
2013; Nzayisenga et al., 2018).



2.3 Mecanismos metabdlicos de acumulacion de carbohidratos

Las cianobacterias almacenan polisacaridos, principalmente en forma de glucégeno y
las algas verdes (al igual que las plantas superiores) almacenan almidon, aunque también
pueden acumular amilopectina, sacarosa, glicerol, trehalosa y algunas especies producen

celulosa extracelular (Aikawa et al., 2015; Arias et al., 2021; Maeda et al., 2018).

El glucégeno, se acumula como almacenamiento de energia en la respuesta de los
cloroplastos a ambientes desfavorables, tales como relaciones desproporcionadas de C: N o
C: P, limitacién de N y P o estrés salino. Las rutas metabdlicas para la acumulacion de
glucdégeno y otros polisacéridos se muestran en la Fig. 1. Las algas y cianobacterias sintetizan
glucégeno durante los periodos de luz a partir del CO, asimilado mediante el siguiente
proceso: en primer lugar, fijan el CO, mediante el ciclo de Calvin-Benson; agregan CO; a
ribulosa bisfosfato (Ribulosa-bis-P), y posteriormente convertido en moléculas de 3-
fosfoglicerato (Glicerato-P), un producto de la reaccion de carboxilacion de ribulosa-1,5-
bisfosfato carboxilasa u oxigenasa. El Glicerato-P actla como activador de la ADP-glucosa
pirofosforilasa (AGPasa), la enzima que cataliza la sintesis de ADP-glucosa a partir de
glucosa-1-fosfato, y este proceso es inhibido por Pi. El paso final para la sintesis de glucégeno
consiste en formar un enlace a-1,6-glicosidico (Aikawa et al., 2015; Arias et al., 2021; Quintana
et al., 2011) (Tabla 1).
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Figura 1 Via metabdlica en cianobacterias relacionada con el metabolismo de polisacéaridos.



Las vias se reproducen de (Aikawa et al., 2015) con algunas modificaciones. Abreviaturas:
AcCoA, acetil-CoA; ADP-glc, ADP-glucosa; CO2, diéxido de carbono; DHAP, fosfato de
dihidroxiacetona; E4P, eritrosa-4-fosfato; EtOH, etanol; Fru, fructosa; FBP, fructosa-1,6-
bisfosfato; F6P, fructosa-6-fosfato; Glc, glucosa; GAP, gliceraldehido-3-fosfato; G1P, glucosa-
1-fosfato; G1,3P, 1,3-bisfosfoglicerato; G6P, glucosa-6-fosfato; 20G, 2-oxoglutarato; OXA,
oxalacetato; PEP, fosfoenolpiruvato; 2PGA, 2-fosfoglicerato; 3PGA, 3-fosfoglicerato; 6PG, 6-
fosfogluconato; 6PGL, 6-fosfogluconolactona; PYR, piruvato; R5P, ribosa-5-fosfato; RuBP,
ribulosa-1,5-bisfosfato; Ru5P, ribulosa-5-fosfato; SBP, sedoheptulosa-1,7-bisfosfato; S7P,
sedoheptulosa-7-fosfato; Suc6P, sacarosa 6-fosfato; UDP-Glc Uridina difosfato glucosa;

Xu5P, xilulosa-5-fosfato.

La produccién de carbohidratos en microalgas y cianobacterias ocurre en respuesta a
varios factores ambientales. En cultivos controlados, muchos factores pueden causar estrés
en las células y hacer que las cianobacterias y microalgas acumulen altos porcentajes de
carbohidratos en el peso de las células secas. El cultivo de estos microorganismos
fotosintéticos con acumulacion de carbohidratos se ha presentado a nivel de laboratorio, piloto

y a gran escala.



Tabla 1 Condiciones de crecimiento para algas verdes y cianobacterias para acumulacion de carbohidratos.

Microorganismo Condiciones de Etapas Fuente de Régimen Estrategiade Peso Acumulacién Referencia
crecimiento carbono hidraulico acumulacion de de
(Cultivo/ de masa carbohidratos
optimizacion carbohidratos seca (%)
de
carbohidratos) (9
L™

Cianobacterias N:P>7, sintético Dos CO: Continuo/ Agotamiento de N - 69° (Rueda,
presentes en etapas * por lotes Garcia-
aguas residuales Agotamiento de P Galan,

et al,

2020)
Synechocystis sp.  Festin y hambruna Dos CO2-NaHCO3 Lotes/ Festiny 1 68.9° (Rueda,
y Synechococcus de carbono etapas Lotes hambruna Garcia-

sp. inorganico galan,

et al.,

2020)
Cianobacterias 220 ymolm™2 s, Dos NaHCO; Semi Limitacion de N-/  0.97 62 (Arias et

presentes en 24 °C etapas continuo/ fotoperiodos 24:0  0.99 75 al.,
aguas residuales Lotes luz: oscuridad 1.62 46 2018b)
Limitacion de N-/  1.35 36°

fotoperiodos
12:12 h luz:
oscuridad
Limitacion de P-/
fotoperiodos 24:0
luz: oscuridad




Arthrospira
platensis

Synechocystis sp.

PCC 6803

Dunaliella
tertiolecta

Synechococcus
elongatus PCC
7942
Scenedesmus
bijugatus

Chlorella
sorokoniana

Tribonema sp.
Chlorella vulgaris

KMMCC-9
UTEX26

SOT, 60-700 ymol
m=2s™!

BG11, NaHCOs3,
60 pmol m2s™?

60 ymol m2s™* and

20-25°C

200 pymol m™2s™,
28 °C, y 5% CO, *

A la intemperie

150 ymol m=2s7,

20-22 °C, Burbujeo

Dos-
etapas

Una etapa

Una etapa

Dos-
etapas

Dos
etapas

Una etapa

Una etapa

Una etapa

NaHC03

NaHCO3

Celulasa
comercial

antibiéticos

Agua dulce
nativa

Na.COs3
(BBM)

Lotes

Lotes

Continuo

Lotes

Semi-
continuo

Lotes

Lotes

Lotes

Limitacion de P-/
fotoperiodos
12:12 h luz:

oscuridad

Agotamiento de

N-

Agotamiento de
N-

Temperaturas de
pir6lisis

Sobreexpresion
de genes

Cosecha
combinada en
dos pasos
Varios métodos
de pretratamiento

Limitacion de N-

65

39

40.5

28

26

40.3

31.2

22.4

(Aikawa
et al.,
2012)

(Monshup
anee &
Incharoen
sakdi,
2014)
(Kim et
al., 2015)

(Chow
et al.,
2015)
(Ashokku
mar et al.,
2015)
(Lorente
et al.,
2015)
(Wang et
al., 2014)
(Kim et
al., 2014)




Synechococcus
sp.

Arthrospira
platensis

Chlorella vulgaris
FSP-E
Chlorella variabilis
NC64A

Scenedesmus
obliquus CNW-N

Dunaliella
tertiolecta LB999

Chlorella sp. KR-1

Scenedesmus
dimorphus
Tetraselmis
subcordiformis
FACHB-1751
Tetraselmis
subcordiformis
Scenedesmus
obliquus

250 ymol m=2s71Y
1% CO *

150 ymol m=2s7,
30 °C, Burbujeo

60 uymol m™2s™ty
2% CO; *

150 ymol m=2s71,
25 °C, and 2% CO:
*
210-230 m2s7,
28 °C, 300 rpm y
2.5% CO, *

60 ypmol m=2s72,
20-25 °C'y 2%
CO,*

80 umol
m=2s71,30 °C 'y 10%
CO, *
50-1200, 25 °Cy
2% CO»

150 ymol m™2s71,
25 °Cy 3% CO, *

200 pmol m=2s™,
25 °Cy 3% CO, *
150 pmol m2s711,
25 °C, Burbujeo

Dos
etapas

Dos
etapas

Dos
etapas
Dos
etapas

Dos
etapas

Una etapa

Dos
etapas
Dos
etapas

Dos
etapas
Dos
etapas

CO;
Medio
Zarrouk
CO;

CO2

CO2

CO2

CO;

CO;

Agua de mar
artificial

Agua de mar
artificial
Medio Bristol

Lotes

Semi-

continuo

Lotes

Lotes

Lotes

Lotes

Lotes

Semi-
continuo

Lotes

Lotes

Limitacion de N-

Limitacion de P-

Limitacion de N-

Limitacion de N-

Limitacion de N-

Accion
enzimatica

Limitacion de N-

Privacion de P-

Privacion de N-

Privacion de S-

Métodos de pre-
tratamiento

3 59
2-2.2 58
75 52
0.43 37.8
4.5 51.8
- 37.8
- 49.7
5 45-50
4.5 40
6 45-50
- 30

(Mdllers,
et al.,
2014)

(Markou
et al.,
2013)

(Ho etal.,
2013)

(Cheng et

al., 2013)

(Ho et al.,
2013)

(Lee
et al.,
2013)
(Lee
et al.,
2013)
(Wang et
al., 2013)
(Yao et
al., 2013)

(Yao et
al., 2012)
(Miranda

etal.,
2012)




Chlamydomonas
fasciata Ettl 437

Leptolyngbya sp.

Chlorella sp.

Synechocococcus
PCC 7002

Synechococcus P
CC 7002

Cianobacterias
presentes en
aguas residuales

3000 lux, 25 °C -
0.4 vwm CO>*

200 ymol m™2 s,
28 °C,

1000 umol fotones
m2s,
28+0.05°C, 10%
CO;

100 £ 5 ymol
fotones m-2 s -1,
28 °C

100 uEm 2571
28°C

343 W/m?

Una etapa CO;
Dos Agua residual
etapas
Dos CO:
etapas
Dos NaHCOs3
etapas
Una etapa COo2
Dos NaHCOs3
etapas

Lotes

Lotes

Semi-
continuo

Lotes/
Lotes

Lotes/
Lotes

Reactor
de
secuen-
ciacion
por lotes/
lotes

Tratamiento
ultrasénico

Métodos de pre-
tratamiento

Privacion de N-
Privacion de P-
Privacion de S-

Agua residual
urbana

Festin previo y
hambruna,
limitacion de N

43.5

40

57-67

25

60

48

(Asada et
al., 2012)

(Tsolcha
et al.,
2021)

(Yuan
et al.,
2018)

(de Farias
Silva et
al., 2016)

(de Farias
Silva
et al.,
2020)

(Arias et
al., 2018)

a : CO2 del aire, b: SSV= sdlidos suspendidos volatiles

*Etapa de crecimiento y etapa de acumulacion
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2.4 Requerimientos de las microalgas

En un cultivo de microalgas es necesario establecer las condiciones especificas en la
cual se lograran altos rendimientos de carbono, nitrdgeno y fésforo. Dichos nutrientes son
absorbidos por las microalgas y pueden provenir de fertilizantes sintéticas o de aguas

residuales. (Markou et al., 2014).

2.4.1 Carbono

Las microalgas pueden fijar el diéxido de carbono que puede provenir de diferentes
fuentes, ya sea el CO; de la atmésfera, el CO, de los gases de combustion del sector
industrial y el CO2 que se encuentra en forma de carbonatos solubles por ejemplo NaHCO3
y NaxCOs; (Wang et al., 2008). Dichos carbonatos son usados por un gran numero de

especies de microalgas para el crecimiento celular (Huertas et al., 2000).

2.4.2 Nitrégeno

El nitrégeno es un nutriente esencial para el crecimiento de microalgas. Participa en
compuestos vitales como la sintesis de ADN, de proteinas, de pigmentos, etc. (Berges et
al., 1996). La limitacién de nitrdgeno en las algas verdes, segun la especie, causa

acumulacién de lipidos y de carbohidratos.

La absorcién de nitrégeno en las microalgas inicia en la membrana plasmatica con la
reduccién de nitrato (NOz) a nitrito (NO2) donde una fraccién producida de NO; se libera
al medio acuoso y otra fraccién de NO; se reduce en el cloroplasto formando amonio (NH4*)
que posteriormente se integra en la formacién de aminoacidos (Beltran-Rocha et al., 2017).
La presencia de amoniaco libre o ion amonio se considera como una prueba quimica de

contaminacion.

Los nitratos se encuentran de manera natural en pequefias concentraciones en el
suelo, en los alimentos y en las aguas superficiales y subterraneas. Estos compuestos
pueden ser removidos por las microalgas. Resultan méas favorable para las algas usar el
amonio cuando éste esta disponible, de esta forma, cuando hay suficiente cantidad de
amonio y nitrato, la mayoria de las algas utilizan principalmente el amonio; mientras que el
nitrato no es utilizado hasta que los iones de amonio han desaparecido. La mayoria de las

microalgas puede utilizar también nitritos, urea y otras formas de nitrégeno organico.
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2.4.3 Fosforo

El fésforo es un nutriente presente en moléculas organicas vitales. El ARN es la
fraccibn macromolecular que contiene fésforo mas abundante en la célula. Este elemento
también esta asociado con acidos nucleicos, fosfolipidos, ADN y ATP. El PO,* es asimilado
de las formas H.PO* y HPO* e incorporado dentro de compuestos organicos a través del
proceso de fosforilacién, en la cual gran parte del PO4* es captado para la generacion de
adenosin trifosfato (ATP) a partir de adenosin difosfato (ADP), obteniendo asi el suministro
de energia celular (Cai et al., 2013). El fésforo debe ser asimilado por las microalgas en

forma de ortofosfatos, los cuales son determinante en el crecimiento algal.

2.4.4 Otros nutrientes

Aunque, el nitrégeno y el fésforo son los dos nutrientes principales de las microalgas,
siendo factores limitantes en su crecimiento, otros macronutrientes y micronutrientes
pueden afectar la abundancia de comunidades de algas verdes o cianobacterias. Entre
estos macronutrientes se incluyen azufre, calcio, magnesio y potasio. Los micronutrientes
necesarios incluyen molibdeno, hierro, niquel, cobre, zinc, cobalto, boro, manganeso y cloro
(Markou & Georgakakis, 2011).

A pesar de que estos nutrientes son necesarios en las funciones celulares, muchos
de ellos son toxicos para la mayoria de las especies de algas en altas concentraciones.
Puesto que algunos de ellos forman precipitados con otros elementos esenciales y reducen
su disponibilidad. Sin embargo, algunas cepas de algas son particularmente tolerantes a

los metales pesados y se ha demaostrado su potencial para absorberlos (Cai et al., 2013).

Por otro lado, si se presenta una deficiencia de micronutrientes metalicos el efecto
general se reflejaba en la composicion de la biomasa, encontrando una disminucion en la
concentracion de proteinas y pigmentos fotosintéticos, por ejemplo, la clorofila; mientras se

presenta un aumento de carbohidratos y lipidos (Beltran-Rocha et al., 2017).

2.4.5 Deficiencia de nutrientes

La manipulacion de los nutrientes en un cultivo de microalgas puede crear un
ambiente de estrés induciendo la biosintesis de productos de interés como lipidos y
carbohidratos. La composicién celular de las microalgas puede verse afectada por la

deficiencia de nutrientes (nitroégeno y fésforo) en el cultivo.
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Una de las estrategias mas importantes para incrementar el contenido de lipidos y
carbohidratos es cultivar las microalgas en un medio con limitacién de nitrégeno (Dragone
et al., 2011; Ho et al., 2013).

2.5 pHy alcalinidad
El pH es un factor que influye sobre procesos bioquimicos asociados al crecimiento y
el metabolismo de las microalgas. De igual forma, el pH afecta directamente en la formacién

de especies de carbono inorganico, de NH4* y PO4* (Beltrdn-Rocha et al., 2017).

La alcalinidad se refiere a la presencia de sustancias hidrolizables en agua y que
como producto de hidrélisis generan el ion hidroxilo (OH-), como son las bases fuertes, y
los hidroxidos de los metales alcalinotérreos. La alcalinidad sirve para amortiguar el pH; y
como deposito para el carbono inorganico, ayudando asi a determinar la capacidad del
agua de fomentar la proliferacién de algas y otras formas de vida acuatica. Generalmente,
las especies basicas responsables de la alcalinidad del agua son el ion bicarbonato (HCO3
), el ion carbonato (COs*) y el ion hidréxido (OHY). Otras especies que contribuyen a la
alcalinidad, aunque en menor grado, son el amoniaco y las bases conjugadas de los acidos
fosforico, silicico, bérico y acidos organicos. A valores de pH inferiores a 7, en el agua
disminuye significativamente la alcalinidad. Mientras que el pH es un factor de intensidad,
la alcalinidad es un factor de capacidad de aceptar H* (NMX-AA-036-SCFI, 2001).

La alcalinidad se expresa frecuentemente en unidades de mg/L de CaCOs3;, puesto
gue se basa en la siguiente reaccion de neutralizacion en la que el peso equivalente del

carbonato de calcio es la mitad de su peso férmula:

CaCOs + 2H" -------- Ca?* + CO2 + H,O

2.6 Demanda quimica de oxigeno

La demanda quimica de oxigeno (DQO) es un parametro quimico que representa una
medida de toda la materia organica e inorganica presente en disolucién y/o suspendida que
puede ser quimicamente oxidada por la accién de agentes oxidantes bajo condiciones
acidas. En esta determinacion, la materia organica es oxidada a didxido de carbono y agua.
La DQO es un parametro importante, cuya cuantificacion ayuda a determinar el grado de
contaminaciéon del agua y se expresa en miligramos de oxigeno diatomico por litro (mg
O2/l)(Ramirez Burgos et al., 2008).
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2.7 Condiciones operativas que influyen en la biomasa algal rica en carbohidratos
La limitacién de nutrientes, especialmente N o P es la alternativa mas prometedora
para lograr un alto contenido de carbohidratos en la biomasa. Y para mantener una maxima
produccién de biomasa, frecuentemente se lleva a cabo un proceso de optimizacion en dos
etapas diferentes. En la primera etapa, las microalgas se cultivan en un medio de
crecimiento rico en nutrientes para promover la concentracion celular mas alta.
Posteriormente, la biomasa se somete a una segunda etapa, con un medio desprovisto de
nutrientes, para aumentar el contenido de carbohidratos. El cultivo exitoso de biomasa y la
acumulacién de carbohidratos dependen, ademas de las condiciones nutricionales, de
varios factores relacionados con las condiciones operativas como el tipo de fotobiorreactor,

la iluminacion, los regimenes hidraulicos y el tipo de cultivo.

2.7.1 Disefio de fotobiorreactor

En el cultivo de microalgas existen varias configuraciones de reactores abiertos y
cerrados para incrementar la produccion de biomasa. Los reactores abiertos (también
conocidos como “raceways”) se utilizan ampliamente para procesos a gran escala de
materiales bioactivos, como productos farmacéuticos, aceites, cosméticos y alimentos
funcionales (Mimouni et al., 2012). Este tipo de reactores constan de tanques de poca
profundidad que permiten la entrada de luz de manera uniforme; y de agitacion mecéanica
gue evita la sedimentacion y asegura un cultivo bien mezclado. El requerimiento de carbono
para el crecimiento de cianobacterias generalmente se proporciona CO,. Este tipo de
sistema, a pesar de que ofrece ciertas ventajas en términos de operacion y costos, presenta
varias limitaciones que ha restringido su comercializacién; como una mala transferencia de
masa, bajas producciones de biomasa, pérdidas por evaporacion, intercambio de CO; a la
atmosfera y la aparicion de microorganismos depredadores de rapido crecimiento
(Mendoza et al., 2013).

En cambio, los reactores cerrados, como los de placa plana, columnas de burbujeo,
de transporte aéreo, de tanque agitado, tubulares y reactores con iluminacion interna han
aumentado el interés en los dltimos afios porque presentan ventajas que superan las
limitaciones de los reactores abiertos, ya que han mostrado una mejor eficiencia de mezcla,
mayores tasas de transferencia de CO; y de luz, ademas de una mejor productividad de

biomasa (Ketheesan & Nirmalakhandan, 2012).
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2.7.2 Regimenes hidraulicos

El régimen por lotes es la estrategia mas utilizada para acumular carbohidratos
independientemente del tipo de medio de crecimiento. Este régimen hidraulico consiste en
agregar un sustrato al biorreactor, en donde el producto permanece durante un periodo
determinado. El régimen por lotes tiene la ventaja de altas tasas de obtencién de biomasa,
sin embargo, tiene varias desventajas relacionadas con los altos costos y tiempos de
produccion lo que dificulta su factibilidad para una implementacion a gran escala (de Farias
Silva & Sforza, 2016).

Por otra parte, existe otro régimen hidraulico denominado semicontinuo que consiste
en una Unica alimentacion y extraccion de efluentes por dia, lo que ayuda a seleccionar los
microorganismos con la mayor afinidad por los nutrientes y presiona a los microorganismos
para que absorban rapidamente los nutrientes. Sin embargo, este proceso también ha
demostrado poca practicidad (Markou & Nerantzis, 2013; Yao etal.,, 2013; Yuan etal.,
2018). Por el contrario, el régimen continuo es hasta ahora la operacibn mas conveniente
aplicada en sistemas abiertos y cerrados a gran escala para cultivar varias especies de
cianobacterias y microalgas debido a que maximiza la productividad de biomasa es un
proceso mas eficiente, tiene costos mas bajos y es mas facil de operar. No obstante, muy
pocos estudios han aplicado este régimen hidraulico para la acumulacién de carbohidratos,
puesto que factores como el tiempo de residencia iluminacién y la limitacion de nutrientes
se siguen estudiando para lograr resultados eficientes (de Farias Silva & Sforza, 2016; de
Farias Silva et al., 2018; Kim et al., 2015).

Otro régimen menos convencional utilizado en el cultivo de algas verdes y
cianobacterias es la operacion de secuenciacion por lotes (Arias et al.,, 2019; Van Den
Hende et al., 2014) Al igual que ocurre en semicontinuo, este régimen consiste en una Unica
alimentacién y remociéon de efluentes por dia, pero con tiempos de retencién hidraulica
(TRH) y tiempo de retencién de sélidos (TRS) desacoplados, lo que implica un periodo de
reposo entre la remocién del licor mixto y sobrenadante y la alimentacion. Esta operacion
brinda varias ventajas relacionadas con el control de nutrientes y especies y mejora los

agregados de facil sedimentacion (Arias et al., 2018a).

2.7.3 lluminacion
Las condiciones de luz como los fotoperiodos y las intensidades de luz influyen
significativamente en todos los procesos fisioldgicos y la progresion del ciclo celular en

todos los microorganismos fotosintéticos (Aikawa etal.,, 2012; Yuan etal., 2018).
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Especificamente, cuando la luz es limitante en el cultivo y las células crecen hasta una
densidad celular alta, las cianobacterias y microalgas regulan la rama oxidativa de la via de
las pentosas fosfato (OPP) para consumir mas glucosa y reducir su tasa neta de fijacion de
COg. Por lo tanto, el estrés luminico produce una regulacién del metabolismo de los
carbohidratos como resultado del ritmo circadiano lo cual es crucial para la acumulacién de
carbohidratos y una parte importante a considerar para la implementacién a mayor escala

del proceso en condiciones (Arias et al., 2021; de Farias Silva et al., 2018; Wan et al., 2015).

2.8 Medios de cultivo para el crecimiento de microalgas

Para el cultivo de las microalgas es necesario cuidar que tanto los nutrientes como
otras propiedades fisicoquimicas sean las Optimas para su desarrollo. Durante la
produccién masiva de microalgas el uso de los productos quimicos utilizados en los medios
representa una fraccién considerable del costo total de operacién, motivo por el cual se
recurre a nuevas técnicas y nuevos medios de cultivo, que influyan directa o indirectamente
en la reduccion de costos (Nieves et al., 2000; Torrentera Blanco & Tacon, 1989).

Algunos medios de cultivo incluyen en su composicion sustancias organicas
(vitaminas, aminoacidos) necesarios para especies de microalgas como Platimonas,
Chrysophytas y algunas Bacillariophyceas (Torrentera & Tacon, 1989). Ademas, se han
desarrollado diferentes medios para el cultivo de microalgas que van desde las formulas
para enriquecer el agua ya sea agua dulce o salada hasta el uso de medios sintéticos. En
la mayoria de estos Ultimos se sustituyen las formulaciones tradicionales con una variedad
de productos tales como fertilizantes foliares de uso comun en la agricultura o biodigeridos
(Fabregas et al., 1987; Nieves et al., 2000; Pifia et al., 2007).

Los medios artificiales se usan principalmente para fines experimentales, ya que
brindan resultados constantes, sin embargo, existen algunas especies de microalgas que
no crecen en medios artificiales por factores desconocidos que afectan su crecimiento. Las
principales férmulas utilizadas van desde el agua de Miguel, que data de 1910, desarrollada
por Allen-Nelson; el medio de End-Schereiber de 1934, el medio BG-11, medio SFM, Waris
H, entre otros, incluso hasta formulas especificas para familias de microalgas, como las
diatomeas (BEA, 2020; Torrentera Blanco & Tacon, 1989).

El uso de medios sintéticos en los cultivos de microalgas incrementa los costos. Por

lo que una alternativa que se plantea en este estudio es cultivarlas en aguas residuales.
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2.9 Aguas residuales y su uso como fuente de nutrientes para las microalgas

Cuando un producto de desecho se incorpora al agua, el liquido resultante recibe el
nombre de agua residual. Las descargas de aguas residuales se clasifican principalmente
en municipales e industriales. Pero también pueden ser de un origen doméstico,
subterraneo, pluvial, agricolas, pecuarios o una mezcla entre ellas. Se conoce como
tratamiento de aguas residuales a los distintos procesos relacionados con la extraccién y
control sanitario de los productos de desecho arrastrados por el agua y procedentes de
viviendas e industrias (CEMDA, 2006; CONAGUA, 2015).

Las aguas residuales se consideran el sustrato mas barato para el cultivo de biomasa
de algas. Desde los primeros estudios en los afios 50, las aguas residuales de diferentes
fuentes, especialmente de efluentes urbanos, se han utilizado con éxito para cultivar
microalgas en estanques de alta tasa (HRAP) y fotobiorreactores (Emparan et al., 2021,
Gutiérrez et al., 2016; Hernandez-Garcia et al., 2019; Van Den Hende et al., 2014). Si bien
el balance de nutrientes en las aguas residuales permite una alta productividad de la
biomasa, el contenido de carbohidratos suele ser bajo (Arcila & Buitron, 2016; Arias et al.,
2018). Una estrategia hasta ahora es utilizar el proceso de dos etapas. En la primera etapa,
las cianobacterias se cultivan en aguas residuales, posteriormente, en una segunda etapa
se lleva a cabo un proceso de optimizacién con un medio de crecimiento generalmente en
reactores discontinuos. Esta misma estrategia se ha utilizado en el laboratorio, en estudios
piloto e incluso en estudios a gran escala (Arias et al., 2018a; Phélippé et al., 2019; Rueda
et al., 2020).

2.9.1 Aguas residuales municipales

Las aguas residuales domésticas son resultado de las actividades cotidianas de las
personas (CEMDA, 2006). La creciente urbanizacién y expansion de las poblaciones
urbanas ha resultado en mayores cantidades de aguas residuales municipales. Dichas
aguas residuales tienen gran cantidad de nitrégeno y fosforo por lo cual el cultivo de
microalgas para la eliminacién de estos componentes ha sido ampliamente estudiado (Cai
et al., 2013). Los perfiles de nutrientes varian significativamente entre los diferentes tipos
de aguas residuales municipales, lo que conduciria a grandes diferencias en el crecimiento
de las microalgas, por ejemplo, algunas aguas pueden tener cantidades elevadas de
metales como plomo, zinc o cobre, que pueden ser toxicos para diversos organismos (Li
et al., 2019).
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El proceso tradicional de tratamiento de aguas residuales municipales incluye tres
etapas: primaria, secundaria y avanzada. Los materiales flotantes y no flotantes se separan
en el tratamiento primario utilizando métodos fisicos 0 quimicos. Las materias organicas
disueltas y los materiales coloidales se eliminan durante el tratamiento secundario mediante
tratamientos bioldégicos o quimicos. La eliminacién de los componentes inorganicos
disueltos, incluidos el nitrégeno y el fosforo, se lleva a cabo en el proceso de tratamiento
avanzado a través de una serie de operaciones unitarias diferentes que incluyen estanques,
post-aireacion, filtracion, adsorcion de carbono y separacion de membranas (Cai et al.,
2013).

Cuando se utilizan aguas residuales primarias para cultivar algas, la productividad de
la biomasa es ¥ de la productividad del cultivo en medio TAP (Tris-Acetato-Fosfato). A
diferencia de las aguas residuales primarias, las aguas residuales concentradas tienen un
nivel de nutrientes mucho mas alto con contenidos de nitrégeno, fosforo y DQO de
aproximadamente 130, 200, 2250 mg L, respectivamente, lo que es favorable para el
cultivo de microalgas (Li et al., 2019). Incluso se han utilizado cianobacterias ya que pueden
asimilar diferentes formas de N y P para su crecimiento (NHs*, NO2,, NOs y PO4*). Se han
utilizado diferentes especies de cianobacterias, principalmente filamentosas como
Phormidium sp. o Spirulina platensis, no solo para la eliminacion de nitrégeno y fosforo sino

también para la reduccién de DQO (Arias et al., 2019).

2.9.2 Aguas residuales agricolas

Las aguas residuales agricolas, que se producen principalmente a partir de la
produccién ganadera, son otra fuente importante de aguas residuales (CEMDA, 2006). Las
aguas residuales agricolas, especialmente las aguas residuales de estiércol animal
procedentes de granjas contienen un alto nivel de nitrégeno y fésforo, lo que indica un gran
potencial como fuente de recuperacién de nutrientes. Sin embargo, su alto rango de
turbidez, solidos en suspensién (SS) y alta concentracion de amoniaco lo hacen
inapropiado para la aplicacion directa en el tratamiento de aguas residuales a base de
microalgas (Li et al., 2019).

Aproximadamente la mitad del nitrdgeno en los desechos animales esta en forma de
amonio y la otra mitad en forma de nitrégeno organico. Factores como la dieta animal, la
edad, el uso, la productividad, el manejo y la ubicacion afectaran significativamente el

contenido de nutrientes en las aguas residuales de los animales (Cai et al., 2013).
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El tratamiento tradicional del estiércol animal es una digestién anaerdbica seguida de
la aplicacion a la tierra como fertilizante. Sin embargo, los nutrientes en el estiércol no
pueden ser completamente reproducidos por los cultivos debido a los diferentes requisitos
de relacion N:P y la disponibilidad de nutrientes. Dado que el proceso de digestion es
principalmente para estabilizar la materia organica, la mayoria del carbono organico se
convierte en metano durante el proceso, dejando el nitrdgeno y el fosforo en el digestato, lo
que hace que el estiércol digerido sea un agua residual de alta resistencia con
concentraciones de nitrégeno total de 63-4165 mg L™, fésforo total de 14-1195 mg L%, una
relacién de N:P de 2 a 8, contenido de DQO de 3500-4000 mg L* y una relacién C/N
relativamente baja (Li et al., 2019).

El exceso de nutrientes se acumula en el suelo, lo que puede aumentar las pérdidas
de nutrientes a través de la escorrentia, lo que resulta en la eutrofizacion en las aguas
receptoras. Ademas del estiércol, la escorrentia agricola también puede contener
herbicidas, fungicidas, insecticidas y componentes de nitrato y fosfato de las operaciones
agricolas. La escorrentia agricola puede llevar particulas, iones y moléculas disueltas y
microorganismos vivos a las aguas receptoras, reduciendo significativamente la calidad del
agua (Cai et al., 2013).

2.9.3 Aguas residuales industriales

La cantidad y naturaleza de los vertidos industriales es muy variada, dependiendo del
tipo de industria, de la gestion de su consumo de agua y del grado de tratamiento que
reciben antes de su descarga, por lo que no existe un proceso de tratamiento
universalmente aplicable (Li et al., 2019). Aungue varia segun las operaciones de origen, la
mayoria de las aguas residuales industriales contienen mas contaminantes de metales

pesados y menos nitrégeno o fésforo que otros tipos de aguas residuales.

La seleccion de cepas de microalgas con alta capacidad de sorcion de metales es
crucial para lograr una alta eficiencia de eliminacién de metales (Cai et al., 2013). En la
mayoria de los casos, las caracteristicas y propiedades de las aguas residuales industriales
no son adecuadas para el tratamiento con microalgas. Sin embargo, existen algunos
informes que evallan la eliminacion de nitrégeno, fésforo y metales pesados de las aguas
residuales industriales de la industria mediante el uso de microalgas; tales como las
industrias del aceite de oliva, del papel, o la industria de alfombras; con especies como

Chlorella, Ankistrodesmus y Scenedesmus (Cai et al., 2013; Li et al., 2019).
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Cabe mencionar que también las cianobacterias tales como Oscilatoria brevis filamentosa,
Westiellopsis prolifica, Anabaena sp. y Nostoc muscorum han demostrado su capacidad
para biodegradar y absorber contaminantes en el tratamiento de varios efluentes
industriales (Arias et al., 2019).

2.9.4 Aguas residuales de la industria cementera

El agua utilizada en la industria cementera se afiade en tres etapas que son: el
enfriamiento del “clinker”, la trituracion de las materias primas (calizas y arcillas) y durante
la mezcla de agua para la fabricacion del cemento. La mayoria de los trabajos se han
centrado Unicamente en estudiar la composicion del agua de mezclado, ya que debe
cumplir con diversas caracteristicas que no afecten la calidad del cemento. (Shafeek et al.,
2018), sin embargo, en pocos estudios se ha abordado acerca del agua de enfriamiento.
La tecnologia de enfriamiento de cemento consiste principalmente en una torre por donde
pasa el cemento caliente a mas de 80°C proveniente de la etapa de molienda, con ayuda
de un tornillo interno se eleva el cemento para estar en contacto con la pared interna del
tubo, a su vez pasa agua sobre la torre, que cae en cascada por la pared exterior del tubo
para lograr un enfriamiento indirecto del cemento (Sutherland & Anbari, 2014).

Una vez terminada esta etapa, los desechos utilizados para fines de enfriamiento se
reciclan y reutilizan en el proceso, luego de la aplicacién de diferentes tecnologias de
depuracion, como el cribado y la reduccidon de sélidos en suspensién a partir de un
recipiente de decantacion y un clarificador. Existe la excepcion de reutilizar esta agua en
ciertas operaciones en que estan en contacto con polvos, como ocurre con los sistemas
himedos de control de emisiones de particulas (Sharma et al., 2013). Los parametros
principales de contaminacion que se analizan en los efluentes en plantas de fabricacion de
cemento son pH, alcalinidad, aceites y grasas, solidos suspendidos y sélidos disueltos

totales, principalmente potasio, bicarbonatos y sulfatos (Rennola, 2018).

Este tipo de industria genera aguas residuales del proceso de enfriamiento con pH
alto, elevada alcalinidad, presencia de aceites y grasas, elevada cantidad de soélidos
suspendidos y sélidos disueltos totales, principalmente potasio, bicarbonatos y sulfatos,
producto de algunas operaciones (clinker), ademéas de se producen aguas residuales con
posibilidad de fraguado, provocando de esta manera contaminacion hidrica. (Rennola,
2018; Sharma et al., 2013)
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2.10 Biocombustibles obtenidos de carbohidratos

Los carbohidratos son el sustrato principal para la produccién de biocombustibles
como el bioetanol, biobutanol, biohidrégeno, mediante la utilizacion de tecnologias de
conversién biotecnoldgica, como la fermentacién anaerdbica (Markou et al.,, 2012). A

continuacion, se describen cada uno de ellos.

2.10.1 Biohidrégeno

El hidrégeno se considera la energia mas limpia porque solo genera agua después
de la combustiébn, en comparacion con el metano y el bioetanol. La produccion de
biohidrégeno se ha considerado como un proceso de bioenergia libre de contaminacion.
Por lo que es una alternativa de energia ideal para su uso en una sociedad sostenible (Lu
et al., 2018; Zhang et al., 2017).

La produccién de biohidrégeno es un proceso biolégico en donde se genera hidrogeno
molecular en condiciones especificas, dicho proceso involucra varios microorganismos
fotosintéticos como microalgas y/o cianobacterias (Markou et al., 2012). En general, el
biohidr6geno puede producirse por fotosintesis o por fermentacion, proporcionando una alta
eficiencia de conversién de sustrato a hidrégeno (H2) sin producir &cidos organicos como
residuo de la fermentacién. Este proceso se logra mediante el agotamiento del azufre en el
medio de cultivo anaerébico (Lakshmikandan & Murugesan, 2016; Zhang et al., 2017).

En el proceso fotosintético se utilizan principalmente dos enzimas: hidrogenasas y
nitrogenasas (Markou et al., 2012). En el caso de la hidrogenasa, es una enzima altamente
sensible al oxigeno (O) producida en el estroma del cloroplasto de las algas que cataliza
la reaccion de produccion de hidrégeno al aceptar los electrones de ferredoxina reducida y

los une con protones (H*) (Lakshmikandan & Murugesan, 2016).

2.10.2 Biobutanol

El biobutanol es un biocombustible potencial con un interés en su uso como
reemplazo directo de gasolina o como aditivo de combustible, ya que tiene caracteristicas
similares a la gasolina para usarse directamente en cualquier motor de gasolina sin
modificacion o sustitucién. Ademas, tiene numerosas propiedades ventajosas como alta
densidad de energia, baja presién de vapor, semejanza molecular con la gasolina, baja
volatilidad, baja toxicidad e inflamabilidad, es menos higroscépico y corrosivo y puede

transportarse en tuberias ya existentes (Lee et al., 2008; Mishra et al., 2019).
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La produccién industrial de butanol se lleva a cabo principalmente por cepas de
Clostridium acetobutylicum que en condiciones anaerébicas fermenta los carbohidratos
para producir, ademas de butanol, acetona y etanol, dicho proceso se conoce como
fermentacion ABE (Atsumi et al., 2008; Lee et al., 2008).

En el proceso de fermentacion ABE, la biomasa rica en azucares se introduce en las
especies de Clostridium para la digestion anaerobia. El butanol, la acetona y el etanol se
producen mediante un proceso llamado solventogénesis, precedido por acidogénesis,
donde las especies de Clostridium sintetizan el &cido butirico y el 4cido acético. Este es un
proceso econémico, sin embargo, el producto, es decir, el biobutanol se vuelve toxico para
las cepas de Clostridium. Por lo tanto, se han realizado investigaciones para mejorar la

productividad del biobutanol a gran escala (Mishra et al., 2019).

2.10.3 Bioetanol

El alcohol etilico o etanol es un producto quimico obtenido a partir de la fermentacién
de los azucares que se encuentran en los productos vegetales, tales como cereales,
remolacha, cafia de azlcar o biomasa. Estos azlucares estdn combinados en forma de
sacarosa, almidén, hemicelulosa y celulosa (Garcia et al., 2006).

La fermentacién de los carbohidratos para producir el bioetanol es efectuada por
levaduras en sistemas en lote o continuos, seguida por una destilacién para separar y
obtener al bioetanol. El bioetanol tiene tres aplicaciones principales: en la industria como
solvente y materia prima para sintesis de otros productos, en la elaboracion de bebidas, y
como combustible o aditivo en las gasolinas, para todo tipo de transporte y también para

instalaciones estacionarias (Masera, 2012).

El bioetanol es uno de los biocombustibles mas comunes. Se ha producido
principalmente a través de la fermentacién microbiana de granos que contienen almidén y
sacarosa (Aikawa et al., 2015). Recientemente se han propuesto las microalgas como
“materia prima de tercera generacion” para la produccién de bioetanol, ya que algunas
especies también pueden acumular grandes cantidades de carbohidratos (principalmente,

almidon y celulosa) que son adecuados para la fermentacion de bioetanol (Ho et al., 2017).
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3. ANTECEDENTES

3.1 Produccidn de biomasa algal usando aguas residuales

Las microalgas se han empleado en el tratamiento de aguas residuales para muchos
propdsitos, son Utiles para la eliminacion de nutrientes, la reduccién de la demanda quimica
de oxigeno (DQO) y de la demanda bioguimica de oxigeno (DBO) en aguas naturales o en
aguas industrialmente contaminadas (Arias et al., 2019; Luna, 2007).

El tratamiento de aguas usando microorganismos fotosintéticos como cianobacterias
y microalgas fue propuesta en la década de los 50°s por el profesor William J. Oswald en la
Universidad de California. También desarrollaron el concepto de laguna algal de alta carga
(HRAP), para el tratamiento del material organico presente en el agua y obtener una
produccion de algas para alimentacion animal (Lee et al., 2015). En este proceso, los
microorganismos fotosintéticos producen oxigeno para ser utilizado por las bacterias que
degradan la materia organica. A cambio, las bacterias liberan CO, durante el proceso,
proporcionando sustrato para la fotosintesis (Abed et al., 2009). Este tipo de sistemas
presenta mayores eficiencias en comparacion con los métodos convencionales en aguas
domésticas, pecuarias e industriales. Existen estudios donde reportan que remueven el
60% de N-NH4", el 60% de P, y reducen hasta el 80% de DQO (Abdel-Raouf et al., 2012;
Arias et al., 2020).

Arcila & Buitrén, (2016) utilizaron un sistema de microalgas-bacterias (diatomeas,
microalgas filamentosas verdes y bacterias) para el tratamiento de aguas residuales, la
biomasa generada se utilizo para la produccién de metano. En dicho estudio se evalud la
influencia del TRH sobre la materia organica, la eliminacién de nutrientes, las propiedades
de sedimentacion y el potencial bioquimico de metano en un estanque de algas de alta
velocidad. Después de 2 dias de TRH, el sistema mostro el rendimiento més bajo, mientras
gue se observo una alta DQO mayor al 92%, eliminacion de amonio mayor al 85% y fosforo
hasta un 30%. A los 6 y 10 dias de TRH se observaron altas velocidades de sedimentacion,

altas tasas de produccion y rendimiento de 348 ml de CH4 g de biomasa.

Iman et al., (2016) utilizaron un reactor rotativo de biopeliculas de algas (RABR) en
donde se emple6 con éxito en una estrategia efectiva para acoplar la eliminacion de
nutrientes de las aguas residuales con la acumulacién de bioproductos valiosos por las
algas cultivadas. Se suministré agua residual municipal en una etapa secundaria al sistema
desarrollado y los efectos del pardmetro del TRH en la eliminacion de nutrientes y la

obtencion de bioproductos se evaluaron en modo de operacion por lotes alimentados.
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Se disefiaron y operaron dos conjuntos de RABR con TRH de 2 y 6 dias. El TRH
afectd significativamente la absorcion de nitrégeno y fésforo junto con la acumulacién de
lipidos y almidon por las microalgas en las biopeliculas recolectadas. La eliminacion de
nitrdgeno en un TRH de 2 dias con una mayor acumulacion de lipidos (20% en peso seco)
y la eliminacion de fésforo en TRH de 6 dias con mayor produccion de almidon (27% en
peso seco) se observdé comparando los rendimientos de los RABR en ejecuciones

duplicadas.

En otro estudio, Arias et al., (2017) demostré que la dinAmica de nutrientes en un
reactor semicontinuo utilizado para un tratamiento terciario de aguas residuales desempefié
un papel importante en la composicién de la biomasa durante un estudio largo. En dicho
estudio, el uso de un digestor anaerdbico diluido con aguas residuales secundarias de un
estanque de algas de alta velocidad resulté ser adecuado para el crecimiento de un cultivo
selectivo de cianobacterias. Posteriormente Arias et al., (2018a) realizdé un estudio donde
se evalud el rendimiento de diferentes reactores discontinuos de foto-secuenciacion,
durante el tratamiento terciario de digestato diluido con aguas residuales secundarias,
comparando la dinamica con un reactor semicontinuo convencional en términos de
tratamiento de aguas residuales, composicion de biomasa y acumulacion de biopolimeros.
Los reactores de secuenciacién operaron a un TRH de 2 dias y los tiempos de retencién de
sélidos (TRS) fueron de 10 y 5 dias, mientras que el reactor semicontinuo operé a un
TRH/TRS acoplado de 10 dias. Después de 30 dias de operacion, ambos reactores de
secuenciacion fueron capaces de producir biomasa hasta 0.09 g L* dia; y el reactor
semicontinuo produjo 0.04 g L dia de biomasa. Se logré una capacidad de sedimentacion
de biomasa de 86—92%. La concentracion de carbohidratos alcanzo valores de 11%, debido

a gue no habia limitacion de nutrientes.

Con base en lo anterior, un estudio realizado por Arias et al., (2019), seleccion6
cianobacterias de un consorcio inicial dominado por algas verdes (Scenedesmus sp.),
mediante la aplicacion de TRH y TRS elevados, lo que representd menores cargas de
nutrientes en un reactor por lotes con foto-secuenciacion que utiliza efluente secundario y
digestato como materia prima. Con esto se evalud el equilibrio en el efecto de la operacion
por lotes, las cargas y proporciones de nutrientes y las condiciones de TRS y TRH sobre el
dominio de las cianobacterias en cultivos mixtos. Se demostrd que un reactor por lotes de
foto-secuenciacion operado a los 6 dias de TRH proporciona condiciones adecuadas para

seleccionar un cultivo sobre otro.
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3.2 Produccion de carbohidratos en las microalgas

Uno de los principales retos en los cultivos microalgales es lograr una alta
concentracion de carbohidratos. Muchas especies de microalgas son ricas en lipidos y
proteinas, sin embargo, algunas especies como Chlorella, Dunaliella, Chlamydomonas,
Scenedesmus y Spirulina son conocidas por su contenido particularmente alto de
carbohidratos de mas del 50% del peso de las células secas en condiciones de cultivo
especificas. El estrés ambiental cambia la composicion de las microalgas y debe tenerse
en cuenta para maximizar el contenido de carbohidratos de las microalgas. Se sabe que el
control de factores ambientales como los nutrientes, la luz y la temperatura en el cultivo
afecta tanto el crecimiento de algas como la composicidn de la biomasa. Diversos estudios
muestran diferentes estrategias que implican la limitacibn de nutrientes (como azufre,
nitrégeno y fosforo) para aumentar la acumulacion de carbohidratos en las microalgas al
obligarlos a transformar proteinas o péptidos en carbohidratos. En la mayoria de los

estudios se han realizado con medios de cultivo puros (Kim et al., 2014).

Una investigacion llevada a cabo por Pistocchi et al., (1997) estudio el efecto del cobre
sobre la produccion de carbohidratos en la diatomea Cylindrotheca fusiformis y en el
dinoflagelado Gymnodinium sp. en un cultivo en lotes. Se demostré que el cobre inhibe el
crecimiento de las dos especies en diferentes grados. El andlisis del contenido de
carbohidratos mostré que C. fusiformis produjo una cantidad total mucho mayor que
Gymnodinium sp. y las células de la diatomea, que fueron expuestas a concentraciones

téxicas de cobre, mostraron una mayor produccion de carbohidratos.

Dragone et al., (2011) estudiaron el aumento del contenido de almidén de microalgas
por limitaciéon de nutrientes como un enfoque para la produccion de bioetanol de tercera
generacion. Este trabajo evalud la acumulacion de almidén en Chlorella vulgaris P12 bajo
diferentes concentraciones iniciales de nitrégeno (0-2.2 g de urea L?) y hierro (0— 0.08 g
FeNa-EDTA L*). Dado que la acumulaciéon de almidén se produjo en condiciones de
agotamiento de nitrdgeno bajo las cuales el crecimiento celular fue mucho més lento que el
observado durante los cultivos suplementados con nitrégeno, se propuso un proceso de

cultivo en dos etapas para una alta acumulacién de almidon.

En el estudio de Markou et al., (2012) se demostr6é que, la composicion de biomasa

de microalgas puede manipularse aplicando diversas condiciones de cultivo de estrés.
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En condiciones de estrés, como la inanicion o abundancia de nutrientes (carbono,
nitrdgeno, fosforo, azufre o hierro) o la alta intensidad de la luz, algunas especies de
microalgas acumulan carbohidratos en su biomasa, que puede llegar a un nivel

significativamente alto (un contenido de hasta 65%).

Un estudio realizado por Choix et al., (2012), evalué el efecto de la bacteria promotora
del crecimiento Azospirillum brasilense sobre la acumulacién de carbohidratos totales y
almidoén en dos especies de microalgas, de Chlorella (Chlorella vulgaris y Chlorella
sorokiniana), cuando la bacteria y cada microalga se inmovilizaron conjuntamente en perlas
de alginato. Se estudié en condiciones autotroficas durante 144 h en medio sintético. La
interaccion de la bacteria con las microalgas mejoré la acumulacion de carbohidratos totales
y almidon. Las células de Chlorella acumularon las mayores cantidades de carbohidratos
después de la incubacién durante 24 h. Sin embargo, después de la incubacién durante 72
h, en tratamientos de ambas especies de microalgas, los cultivos alcanzaron su mayor

contenido total de carbohidratos de 94+5.7 mg g* (principalmente como almidén).

En otro estudio Ho et al., (2017) realizaron un trabajo donde demostraron la viabilidad
del uso de fotobiorreactores tubulares al aire libre para el cultivo durante todo el afio de una
microalga rica en carbohidratos Scenedesmus obliquus CNW-N en el sur de Taiwan. Se
monitored el perfil temporal del contenido de carbohidratos en condiciones deficientes en
nitrdgeno para evaluar los cambios estacionales. La tasa 6ptima de fijacion de CO; y la
productividad de carbohidratos fueron 430.2 mg Lt diay 111.8 mg L dia, respectivamente,
que se obtuvieron durante el verano. Con limitacién de nitrégeno, la biomasa de microalgas
puede acumular casi el 45-50% de los carbohidratos, principalmente compuestos de
glucosa que representaron el 70-80% de los carbohidratos totales en las células de
microalgas. Este trabajo muestra la viabilidad de combinar la fijacién de CO: y la produccién
de bioetanol utilizando microalgas cultivadas en fotobiorreactores abiertos como materia

prima.

En un trabajo realizado por Hanifzadeh et al., (2018) con un cultivo de Chlorella
sorokiniana str. SLA-04 en medios que contienen trazas de Ca y Mg se evaluaron las
diferencias en las productividades de la biomasa, los lipidos y los carbohidratos en relacion
con los cultivos cultivados en medio estandar BG-11 que contienen aproximadamente 8

veces mayor concentracioén de Cay 30 veces mayor concentracion de Mg.
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También se investigo el rendimiento del cultivo en medios estandar limitados en N.
Ademas del crecimiento y la acumulacion de productos de almacenamiento (lipidos y
carbohidratos), se midié la utilizacion de N, Ca y Mg y se monitored los cambios en el
tamafio celular y la actividad fotosintética. Los resultados mostraron que la limitacién de Ca
0 Mg no inhibid la replicacion celular y el crecimiento del cultivo. Por el contrario, los cultivos
limitados con Ca tenian una productividad de biomasa mayor al 30% y una concentracion
de carbohidratos mayor al 50% comparado con los cultivos de control de exceso de

nutrientes.

También existen estudios que evallan los efectos de manera conjunta diferentes
variables, como las limitaciones de nutrientes y las limitaciones de la luz. Por ejemplo, Yuan
et al., (2018), evaluaron los efectos de la limitacion de nitrégeno, fésforo y azufre y la
intensidad de la luz para las acumulaciones de carbohidratos de Chlorella sp. AE10 en
condiciones de 10% de CO; en un cultivo semicontinuo. Se demostré que la limitacion de
nitrégeno y la alta intensidad de luz eran efectivas para mejorar la productividad de
carbohidratos. La productividad promedio de carbohidratos y biomasa fue de 0.673 y 0.93
gL? dia, respectivamente. El mayor contenido total de carbohidratos fue de 76.89% vy el
contenido de almidén fue de 56.90%, se obtuvo en medio limitado con N en el dia 2.
También concluyeron que las limitaciones de azufre y fésforo podrian mejorar la

concentracion de carbohidratos, pero no podrian mejorar la velocidad de produccion.

Por otro lado, de Farias Silva et al., (2018) evalu6 el efecto de la limitacién de
nitrégeno en el cultivo de Tetradesmus (Scenedesmus) obliquus en un sistema continuo
operado en estado estacionario para determinar la productividad de carbohidratos en un
solo paso, utilizando baja irradiancia continua (150 y 650 umol fotones m=2 s™), con una
limitacion de nitr6geno. Se logré una fraccién de carbohidratos del 45% en pesos seco
(DW), con una productividad notable de 0,80 g L™ dia™. Bajo irradiacion simulada dia-
noche, en condiciones alternas de luz y oscuridad, se obtuvo una produccion promedio de
carbohidratos de 0.71 y 0.30 g L™ dia™ (verano e invierno, respectivamente), con una
reduccion de la productividad de la biomasa debido al fotoperiodo. Se determind que la
absorcién de nutrientes por parte de las células parece estar regulada por el régimen de

luz, que también determina la acumulacién de carbohidratos.

Aikawa et al., (2012) llevé a cabo una investigacion con Arthrospira (Spirulina)

platensis, una cianobacteria hal6fila de rapido crecimiento capaz de acumular glucégeno.
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La produccion de glucégeno se maximizo por el agotamiento de la fuente de nitrato
bajo una alta intensidad de luz de 700 pmol de fotones m™st. Con un control éptimo tanto
de la intensidad de la luz como del suministro de nitrato, la produccion de glucégeno de A.
platensis alcanz6 casi 1.03 gL?, una productividad de glucégeno de 0.29 g Lidia?,
contenido de glucégeno de mas del 65% del peso seco de la célula al reducir la
concentracion inicial de nitrato a menos de 3 mM, después de 3.5 dias. El resultado de este
trabajo apoya a A. platensis como una fuente prometedora de carbohidratos para la

biorrefineria.

En el estudio de Yao et al., (2012), se investigaron los efectos de las concentraciones
de KNO3z y MgSO0. y la intensidad de la luz sobre la produccién de biomasa y almidon por
la microalga marina Tetraselmis subcordiformis bajo condiciones de irradiancia de 200 pmol
m2s?y privacién de azufre; se logré una productividad de almidén de 0.62 g L*dia* y un
contenido de almidon del 62.1% basado en el peso seco (DW). Ademas, se logré un
contenido de almidén del 54.3% en condiciones de baja irradiaciéon y escasez de nitrégeno,
gue fue un 6.5% mayor que en condiciones de nutrientes y poca luz.

En una investigacion realizada por Gifuni et al., (2018), se estudiaron cuatro cepas
robustas de microalgas, ya conocidas como cepas que acumulan almidén: Chlorella
sorokiniana, Scenedesmus vacuolatus, Dunaliella tertiolecta y Tetraselmis chuii. Se
demostré que C. sorokiniana fue seleccionada como el mejor productor de almidén, y se
investigd el papel de la concentracién de nitrégeno y CO- en la produccion de almidén. Para
una irradiacién ligera de 300 umol m2s?, la concentracién 6ptima de nitrégeno para el
crecimiento y la acumulacién de almidén resulté en 32 mgL™. La concentracion de COz no
influy6 en la acumulaciéon de almidén. El porcentaje de recuperacion de almidén fue de 38%
en peso seco. La composicion de la biomasa durante el crecimiento de C. sorokiniana
también se analiz6 para caracterizar la dinamica de la acumulacion de almidén durante las
diferentes fases de crecimiento. Los carbohidratos se produjeron principalmente durante el

agotamiento temprano de nitrégeno. (Tabla 2)
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Tabla 2 Acumulacion de carbohidratos bajo diferentes condiciones de crecimiento con medios sintéticos

Microalga Condiciones de Carbohidratos Modo de Medio de  Referencia
cultivada operacién operacién cultivo
Chlorella Condiciones 94+57mgg! Lotes Medio (Choix et
vulgaris autotrdficas mineral al., 2012)
Chlorella inducido por A.
sorokiniana brasilense
Cultivo mixto Limitacion de N 641.30 mg L™ Lotes Medio (Arias et al.,
dominado por yP 662.38 mg L* sintético 2018b)
cianobacterias Fotoperiodos 838.05mg L*
24/0y 12/12 432.13mg L*
Scenedesmus Deficiencia de 50 % Lotes Medio de (Ho et al.,
obliquus CNW-N nitrégeno detmer 2017)
Chlorella Deficiencia de 41% almidon Original de  (Dragone
vulgaris nitrégeno crecimiento et al., 2011)
Cylindrotheca Presencia de - Lotes Medio de (Pistocchi
fusiformis cobre Guillard f/2 et al., 1997)
Gymnodinium
sp.
Arthrospira Limitacién de 63.09 % Lotesy Medio (Markou
(Spirulina) fésforo semi- Zarrouk et al., 2012)
platensis continuo
Arthrospira Nitrégeno 65% Lotes Medio SOT (Aikawa
(Spirulina) agotado et al.,
platensis (2012)
Chlorella sp. Limitacion de N, 56.90% Semi- BG-11 (Yuan et al.,
PyS continuo 2018)
Tetraselmis Limitacion de N 54% Lotes Walne (Yao etal.,
subcordiformis (2012)
Chlorella Limitacion de N, 50% Lotes BG-11 (Hanifzadeh
sorokiniana Cay Mg et al., 2018)
Chlorella Limitacibon de C  38% Lotes BBM y (Gifuni
sorokiniana y N medio de et al., 2018)
agua de
mar
enriquecida
Synechocococcus  Adicion de 25% Lotes Medio (De Farias
PCC 7002 NaHCOs Basal A Silva et al.,
2016)
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En algunos casos, existen estudios en donde ademas de obtener carbohidratos de la
biomasa algal, también es posible obtener otros subproductos como es el caso de los
polihidroxibutiratos (PHB), destacando la utilizacion de aguas residuales como materia

prima.

Por ejemplo, Arias et al., (2018b) realiz6 un estudio donde se aplicaron diferentes
fotoperiodos y condiciones nutricionales a un cultivo mixto de cianobacterias para mejorar
la acumulacion intracelular de PHB y carbohidratos utilizando aguas residuales como medio
de cultivo. Se utilizaron dos configuraciones experimentales diferentes. En el primero, el
cultivo se expuso permanentemente a la iluminacién, mientras que en el segundo se
sometié a alternancia luz /oscuridad (ciclos de 12 h). Se evaluaron dos regimenes
nutricionales diferentes, la limitacion de N y la limitacion de P. La concentracion mas alta
de PHB (104 mg L?) se logr6 bajo condiciones limitadas de P e iluminaciéon permanente,
mientras que la concentracién mas alta de carbohidratos (838 mg L) se obtuvo bajo
condiciones limitadas de N y alternancia luz/oscuridad. Este estudio demuestra que la
acumulacién de PHB y carbohidratos se ve favorecida en las cianobacterias cultivadas en

las aguas residuales en condiciones donde los nutrientes son limitados.

De manera similar, Rueda etal.,, 2020 evaluaron la produccién de PHB vy
carbohidratos por cianobacterias cultivadas en aguas residuales a escala demostrativa
utilizando escorrentia agricola como materia prima. La escorrentia agricola alimentaba a un
primer reactor con el objetivo de seleccionar cianobacterias y promover el crecimiento de
biomasa. En un segundo reactor, se afiadia carbono inorganico en un régimen de festin y
hambruna para favorecer los microorganismos acumuladores de PHB. Finalmente, se
afiadié continuamente carbono inorganico en un tercer reactor para impulsar la acumulacién
de PHB. Obteniendo una alta eficiencia de remocién de 95% y 99% para nitrdgeno total y
fésforo, respectivamente. Los resultados sugirieron que se necesitaba una concentracion
minima de carbono inorganico para acumular PHB, mientras que los carbohidratos se
acumulaban solo con las adiciones de CO,. Se obtuvieron concentraciones maximas de
4.5% SSV y 69% SSV para PHB y carbohidratos.

Como se observa, diversos estudios demuestran que las cianobacterias pueden ser
prometedoras para la produccion de carbohidratos, sin embargo, en la mayoria de los

reportes, la fuente de carbono inorganico mas utilizada para el cultivo de algas es el COa.
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Sin embargo, el uso de esta fuente puede representar hasta el 50% de los costos de
produccién de biomasa. Las sales de bicarbonato, suministradas al medio de cultivo,
pueden ser una alternativa valida como fuente de carbono inorganico para microorganismos
fotosintéticos capaces de capturar, utilizar y recuperar carbono de este sustrato. Por esta
razon, De Farias Silva et al., (2016) llevaron a cabo experimentos por lotes, usando control
automatico de pH y temperatura, utilizando una cepa de Synechocococcus PCC 7002 que
aprovechara la adicion de diferentes concentraciones de bicarbonato de sodio y dilucidar el
efecto de dicha fuente de carbono en la produccién de carbohidratos. Los resultados
mostraron que las cianobacterias pudieron crecer en todas las concentraciones de
bicarbonato presentando un alto potencial de produccion de biomasa, ademas de que se
observé una acumulacién de carbohidratos hasta un maximo de 25% utilizando 88 g L de

bicarbonato de sodio, bajo privacién de nitrégeno en la fase de crecimiento estacionario.

Posteriormente, y con el fin de evitar la adicibn de carbono inorganico en cultivos
algales para potenciar la acumulacién de carbohidratos, De Farias Silva et al., (2020) realizé
un estudio donde se evalud la capacidad de tratamiento de aguas residuales urbanas
sintéticas y reales de Synechococcus PCC 7002. Cuantificé la acumulacion de
carbohidratos con el fin de proporcionar una valorizacién alternativa de la biomasa como
posible fuente para procesos fermentativos, como etanol, butanol o biogas. Ademas de que
se evalud la capacidad depurativa de la cepa para eliminar la DQO, el nitrégeno y el fosforo
de las aguas residuales, obteniendo valores por debajo del limite permitido (> 80% de la
tasa de remocién), ademas, se produjo una biomasa con hasta un 60% de contenido de
carbohidratos. Con esto Synechococcus sp. PCC 7002 demostr6 ser una cepa potencial
para tratar aguas residuales urbanas y con la ventaja de no ser inyectados con CO; lo que

disminuye los costos de produccion.

Una vez demostrado que es posible obtener una alto porcentaje de acumulacién de
carbohidratos a partir de una cepa y utilizando aguas residuales, Arias et al., 2020 se
plantearon la opcion realizar de manera simultanea el tratamiento de aguas residuales y la
produccion de biomasa enriquecida con carbohidratos. Por lo que evaluaron el potencial de
un cultivo mixto de cianobacterias del suelo que fijan nitrdgeno para tratar aguas residuales
municipales y producir carbohidratos totales en una operacion de una etapa, mediante el
uso de fotobiorreactores en modo semicontinuo durante 30 dias, evaluando el efecto de
diferentes tiempos de retencién hidraulica (10, 8 y 6 dias), cargas de nutrientes y carbono

sobre la remocion de nutrientes y materia organica, composicion de biomasa y produccién
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de carbohidratos. Los resultados evidenciaron que el alto tiempo de retencion hidraulica y
la baja carga de nutrientes lograron las mayores eficiencias de remocién en nitrégeno total
>95%, fésforo total 35—78%, carbono organico total >93% y carbono inorganico total >82%.
Se origin6 una limitacion de nitrdgeno que estimuldé una acumulacién de carbohidratos de
hasta un 48%.

En un estudio realizado por Sanchez-Contreras etal.,, (2021) se investigé la
capacidad de un cultivo mixto de microalgas dominado por cianobacterias filamentosas
Geitlerinema sp para eliminar simultdneamente nutrientes y materia organica de efluentes
industriales mientras produce biomasa rica en carbohidratos. Se inocul6 en un
fotobiorreactor de tanque agitado a escala de laboratorio, operando a los 10, 8 y 6 dias de
TRH. La eficiencia de eliminacién (60%) se logré en TRH6 y la acumulacion maxima de
carbohidratos se logré en TRH8, que presentd una relacion N: P de 22: 1 y disponibilidad
de carbono, registrando un contenido de 57% de carbohidratos sin ninguna fuente adicional

de carbono.

Andreotti et al., (2020) realizaron un trabajo con Tetraselmis suecica cultivada en un
fotobiorreactor tubular semicontinuo alimentado con aguas residuales de acuicultura
probando dos HRT: 10 y 7 dias. Los resultados mostraron que T. suecica es capaz de
producir biomasa con un valor nutricional notable en las aguas residuales de la acuicultura,
si se le proporcionan suficientes nutrientes. De hecho, la biomasa producida mostr6 altas

productividades de lipidos, carbohidratos y proteinas.

Todos los estudios que utilizan aguas residuales para el cultivo de algas enfatizan
que la necesidad de suplementar nutrientes adicionales aumenta los costos operacionales,
mientras que el uso de aguas residuales esta destinado a ahorrar dinero y recursos (Tabla
3).
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Tabla 3.Investigaciones del tratamiento de aguas residuales con cianobacterias y algas verdes para la produccién de biomasa acoplada y carbohidratos.

Especies de Etapas de  Tratamiento de Maxima
cianobacterias/ produccion  optimizacion de . . .
algas verdes  Agua residual de carbohidratos* ﬁgg,' ml_en ;RH Car?/oi;ldratos cgncsntracmn Referencia
gue dominan carbohidratos draufico (dias) (% dew) € |org_?sa
el cultivo (gL d?)
Gleiterinema semicontinuo 10 54 27 Sanchez-
sp. Industrial Una etapa - semicontinuo 8 57 33 Contreras et
semicontinuo 6 40 54 al., (2021)
. . Andreotti et
Tetraselmis semicontinuo 10 9.13 0.65 al., (2020)
suecica De la Una etapa - semicontinuo 7 4.47 0.49 Andreotti et
acuacultura al., (2020)
Parachlorella A_guas Una etapa Inyeccién de
) residuales CO2 Quetal.,
kessleri orcinas Por lotes - 54 6 (2019)
QWY28 porcir
sintéticas
Lixiviados de Una etapa - Hernandez-
Desmodesmus .
Spp reII.enqs Por lotes 41 - Garcia et al.,
' sanitarios (2019)
Escorrentia Dos etapas Nutrientes
Cultivo agricola restantes de la Rueda et al
dominado por fase de cultivo semicontinuo - 69 0.3 (2020) "
cianobacteria con adicion
NaHCOsy CO2
. . Aguas Una etapa 10 0.75 .
Clzneolsasg;[grla residuales - semicontinuo 8 48 0.54 An(azf)g(t)? g
urbanas 6 0.32
Efluentes Una etapa . de Farias
Sygécgo;gggus urbanos Inyegcéon de Continuo - 60 - Silva et al.,
2 (2020)
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En estudios anteriores se ha demostrado que las microalgas, especificamente en
CoNsorcios mixtos, son capaces de remover nutrientes procedentes de aguas residuales los
cuales son aprovechados metabolicamente por las microalgas y posiblemente generar

productos de interés biotecnoldgico.

Actualmente existen estudios donde se ha logrado obtener biocombustibles a partir
de la acumulacion de carbohidratos en la biomasa de microalgas generalmente empleando
cultivos puros, es decir con especies de microalgas especificas usando medios de cultivo
sintéticos y condiciones controladas. Por lo que el uso de cultivos mixtos de microalgas
utiizando aguas residuales como fuente de nutrientes para la produccién de

biocombustibles de carbohidratos microalgales, es un campo de investigacion emergente.

Diversos estudios demuestran que, al evaluar condiciones de cultivo como el TRH, el
TRS, la agitacion del medio y el régimen hidraulico es probable obtener porcentajes
elevados de remocion de nutrientes y una reduccion de la DQO de las aguas residuales.
Varios estudios sugieren que la acumulacién de carbohidratos en un cultivo de microalgas
esta influenciada por la manipulacién de los nutrientes, ya sea limitando macronutrientes
como el nitrégeno y fosforo para crear un ambiente de estrés en la microalga; asi como una
alta disponibilidad de carbono inorganico. Por lo que mediante condiciones operacionales
(tiempos de retencién, cargas volumétricas) es posible mantener una limitacion de

nutrientes en el sistema y acumular carbohidratos sin comprometer el crecimiento algal.

En el presente trabajo se propone el uso de agua residual de la industria cementera
para el cultivo de microalgas, ya que, por sus caracteristicas, podria aportar altas
cantidades de carbono inorganico y bajas concentraciones de nutrientes; que son las
condiciones que propician de manera natural la acumulacion de carbohidratos en las
microalgas las cuales podrian emplearse como fuente de azlcares para la produccién de

bioetanol.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En los dltimos afios se han utilizado aguas residuales de diferentes origenes, como
municipales, urbanas y agricolas, para cultivar microalgas y producir carbohidratos
microalgales (Arcila & Buitrén, 2016; Arias et al., 2019; Iman et al., 2016). Sin embargo, se
ha observado que debido a que las aguas residuales municipales tienen altas cargas de
nutrientes, es necesario diluir el afluente u operar en altos tiempos de retencién hidraulica
para desequilibrar las relaciones C:N o C:P y asi potenciar el crecimiento de biomasay la
metabolizacion de carbohidratos (de Farias Silva et al., 2020; Solis-salinas et al., 2021).
Otra estrategia incluye un proceso de acumulacion posterior al aportar CO, adicional o sales
de bicarbonato para aumentar los niveles de carbohidratos hasta en un 70% en términos
de peso celular seco (DCW) (De Farias Silva et al., 2016; Rueda et al., 2020).
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5. JUSTIFICACION

Recientemente, el uso de aguas residuales industriales que contienen altas
proporciones de nutrientes C:N y C:P ha dado como resultado un alto contenido de
carbohidratos sin ningun aporte adicional de carbono (Sanchez-Contreras et al., 2021). Una
opcion destacable es el agua residual cementera (ARC) de los sistemas de agua de
enfriamiento por recirculacién o enfriamiento por evaporacién, en los que el agua se utiliza
para eliminar el calor de las torres utilizadas en esta industria (Garrido-Arias et al., 2021).
Una vez finalizado el proceso de enfriamiento, un gran porcentaje de ARC se recircula a las
torres. En contraste, otra porcion se vierte directamente al medio ambiente, lo que
representa un peligro potencial, o se desecha en la planta de tratamiento de aguas
residuales mezcladas con aguas residuales domésticas (ARD) de la misma industria
(CONUEE, 2021). En este ultimo caso, la mezcla de ARC con ARD es de particular interés
ya que ARC contiene altos valores de alcalinidad, pH, sélidos en suspension y disueltos vy,
en general, baja carga de nutrientes que la adicion de alcantarillado podria complementar,
lo que resulta atractivo para ser utilizado como medio de cultivo para microalgas (CEMEX,
2020; Rennola, 2018).
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6. HIPOTESIS

Las aguas residuales (ARC y ARD) podrian proporcionar un alto contenido de carbono
con una baja gama de nutrientes, recuperando simultaneamente nutrientes y carbono de
las aguas residuales y produciendo biomasa rica en carbohidratos y otros bioproductos,
evitando el uso de fuentes adicionales de CO,. Ademas, el desbalance de C: Ny C: P

(mol/mol) podria tomar un papel importante en la produccion.
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/7. OBJETIVOS

7.1 Objetivo general

Evaluar el uso de agua de enfriamiento residual real de una industria de
procesamiento de cemento mezclado con aguas residuales domésticas como estrategia
para mejorar la produccion de biomasa de microalgas ricas en carbohidratos, en un cultivo

dominado por cianobacterias.

7.2 Objetivos especificos

o Determinar la dilucién 6ptima del agua de enfriamiento residual de la industria
cementera con el agua residual doméstica para la mayor obtencion de carbohidratos
procedentes de la biomasa algal en un modo de operacion por lotes.

e Evaluar el impacto de distintos TRH sobre el crecimiento microalgal, en la
acumulacién de carbohidratos y en composicion de la biomasa en un reactor
semicontinuo utilizando una mezcla de agua de enfriamiento residual de la industria
cementera y agua residual doméstica

e Evaluar la capacidad de las microalgas en la remocion de nutrientes y materia
organica presente en la mezcla de agua de enfriamiento de la industria cementera

y agua residual doméstica
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8. METODOLOGIA GENERAL

El desarrollo del proyecto se llevd a cabo en el laboratorio de investigacién de

Ingenieria en Tecnologia Ambiental (ITA) de la Universidad Politécnica del Estado de

Morelos (UPEMOR) y en el laboratorio de Bioenergia del Instituto de Energias Renovables

de la UNAM (IER-UNAM). Las etapas desarrolladas se describen a continuacién (Figura 2).

residual doméstica

Mezcla de agua de enfriamiento y agua

’ +

Experimentos por lotes

SST/ISSV
Clorofila
Poblacién algal
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! }
) Izdla 6 dias

Hidrolisis »
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:

Cuantificacion de
carbohidratos
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Alcalinidad
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Fasforo
Nitratos
Amonio

HCI 1N

Figura 2 Estrategia experimental general desarrollada
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8.1 Materiales y métodos
8.1.1 Cultivo Madre

Un cultivo mixto de microalgas dominado por la cianobacteria Geitlerinema sp. se
utilizé para los experimentos (Sanchez-Contreras et al., 2021). El cultivo madre se mantuvo
en fotobiorreactores de una columna de burbujas de 10 cm de diametro y 40 cm de altura
con un volumen total de 3 L y un volumen de trabajo de 2.5 L con medio BG-11 no estéril
compuesto por 0.04 g L de K,HPO4; 0.075 g L de MgSO. * 7H,0; 0.036 g L* CaCl; *
2H,0; 0.006 g L de acido citrico; 0.006 g L™ de citrato de amonio férrico; 0.001 g L™* EDTA
(sal disédica); 0.02 g L Na.COs, 1.5 g Lt NaNOsy una mezcla de metales traza de 2.86
mg L HsBO31.81 mg L* MnCl;, « 4H,0; 0.222 mg L* de ZnSO. * 7H.0; 0.39 mg L* de
NaMoOs* 4H,0; 0.079 mg L* CuSO, « 5H,0 y 0.049 mg L™ Co(NOs) 2+ 6H-0.

8.1.2 Biorreactores
En 4 biorreactores de acrilico de 2.5 L con columna de burbujeo, operados en modo
semicontinuo; 10 fotobiorreactores de polipropileno de 550 ml, operados en modo por lotes;

bombas de aire y lamparas de luz LED.

8.1.3 Aguas residuales

Agua residual proveniente del proceso de enfriamiento de una industria cementera
del estado de Morelos y agua residual doméstica proveniente de la planta tratadora del
Instituto de Energias Renovables (IER-UNAM) y de la planta tratadora municipal “Texio” de
Tepoztlan, Morelos.

8.1.4 Preparacion del inéculo algal y cultivo madre

El medio se renov6 una vez a la semana dejando sedimentar la biomasa por 30 min,
se retiré el sobrenadante y se llen6 con medio hasta completar los 2.5 L, los cultivos se
mantuvieron a temperatura ambiente, que oscil6 entre 13 ° Cy 31 ° C. Sin control de pH, la
agitacion fue proporcionada por una bomba de aire (modelo A800, Hagen, Canada) y con
luz artificial suministrada por bombillas Ecosmart ® A19 LED de 60 W (800 Im), con
fotoperiodos de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. Para la inoculacion, los cultivos
madre se dejaron reposar en conos Imhoff durante 30 min, luego se retir6 el sobrenadante
(Figura 3).
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Figura 3 Inéculo utilizado en este experimento a) cultivo madre en suspension; b) c) fotografias

microbianas tomadas con microscopia de luz brillante de 1000x
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8.2 Caracterizacion del agua residual cementera (ARC)

El agua residual utilizada fue el agua de enfriamiento utilizada en el proceso de
produccion del cemento. El agua fue obtenida de la planta de cementos “Moctezuma’
situada en la carretera Tezoyuca — Tepetzingo km 1.9 Tepetzingo, 62765 municipio de
Emiliano Zapata, Morelos (Figura 4). Se llevé a cabo una caracterizacion para determinar
los nutrientes y elementos presentes en dicha agua. Se realizaron pruebas analiticas para

determinar cantidad de amonio, fésforo, nitratos, DQO, alcalinidad y pH.
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Chiconcuac
@

Figura 4 Vista y ubicacion de la Planta cementera “Moctezuma” en Tepetzingo
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8.2.1 Evaluacion de mezclas de ARC — ARD en régimen por lotes

El ARC es rica en carbono, pero deficiente en nutrientes como N y P, por lo que debe
mezclarse con ARD para lograr un cultivo 6ptimo. Debido a ello, se realizdé un experimento
para determinar la mezcla de ARC que pueda proveer de alto contenido de carbono y
también los nutrientes necesarios para que creciera el cultivo de microalgas. El experimento
consisti6 en evaluar cinco reactores (con una réplica para cada uno) a diferentes
concentraciones de ARC, procedente de la planta cementera de Tepetzingo y con
diferentes porcentajes de ARD procedente de la planta tratadora del IER en un modo de
operacion en lotes durante 14 dias. Los cinco reactores con su respectiva réplica se
denominaron como Al, A2, B1, B2, C1, C2, D1, D2, E1 y E2; con base en los porcentajes
de agua residual cementera y doméstica descritos en la Tabla 4.

Tabla 4. Porcentajes de ARD y ARC para los reactores del experimento en lotes

Fotobiorreactor (PBR) ARD ARC
(%) (%)
A 100 -
B 75 25
C 50 50
D 25 75
E - 100

Los diez reactores fueron inoculados con el cultivo mixto de microalgas procedente
del reactor madre. El volumen de trabajo de cada reactor fue de 550 ml. Durante el
experimento se evaluaron diferentes pardmetros: pH, alcalinidad, SST, SSV, DQO vy
clorofila. Se evaluaron las concentraciones de nutrientes a través del tiempo: amonio,
fésforo, nitratos y carbohidratos. Se evaluaron al inicio del experimento (dia 0), al dia 3, 8y
14 (final). Todos los reactores contaron con fotoperiodos de 12 horas, luz LED de 18 W
(1110 Im) y agitacion por burbujeo. La mejor condicion de aguas residuales se utilizé para
operar el régimen semicontinuo, esto asegurd un estrés significativo en las algas, que
propicie el crecimiento, la formacién de biomasa y una mayor acumulacion de carbohidratos

en la biomasa.

8.2.2 Configuracion de los reactores para operacion en lotes
Para la construccion de los reactores se adaptaron botellas de polipropileno de 18 cm

de altura por y base de 6 x 6 cm, con tapones herméticos para evitar fugas, en los cuales
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se les adapt6 la entrada de un difusor de una bomba ELITE® 802 de 3.5 W que permitia la
agitacion del medio y proveia de oxigeno (Figura 5). Todos los reactores se dispusieron de
forma contigua teniendo en cada costado cinco lamparas de panel LED de luz fria Steren
LAM-670 de 6 W (250 Im) (Figura 6).

a) Difusor
b) Columna de
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c) Cuerpo del trabajo 0.55 L
reactor

d) Bombillas
LED 18 W
e) Bomba
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18 cm
|

v | K

Bbx6cm

Figura 5 Disefio de los reactores para el modo de operacion en lotes

Figura 6 Disposicion de los cinco reactores con su réplica correspondiente
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8.2.2 Experimento en régimen semicontinuo

Una vez definida la proporcion de ARC-ARD, se realizaron ensayos en modo
semicontinuo. Para el experimento se utilizaron tres fotobiorreactores cilindricos con
agitacion de burbujas (PBR) (10 cm de didmetro x 40 cm de altura) con un volumen total de
3.0 L y un volumen de trabajo de 2.5 L. La agitacion fue proporcionada por bombas de aire
(ELITE, modelo A800, Hagen, Canad4). Cada PBR se iluminé con dos lamparas LED de
luz fria de 12W (modelo MLPF-40, Megaluz, México) colocadas a ambos lados de cada
PBR a aproximadamente 2 cm de los reactores que proporcionaron un promedio de 18,500
Ix, medido experimentalmente dentro de los reactores con un luxémetro (Modelo HER-410,
Steren, China). Los fotobiorreactores se mantuvieron en periodos de 12 horas de luz 'y 12
horas de oscuridad, sin control de pH, y se operaron a temperatura ambiente (15 °C a 31
°C) (Figura 7).
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Figura 7 Disefio de los reactores para el modo de operacion en semicontinuo
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Se inocularon tres PBR con 100 ml (2500 mg de SST) de biomasa de microalgas
espesada del reactor de reserva y se llenaron con 2.4 L de agua del grifo. A medida que
avanzaba el experimento, los PBR se alimentaron con una mezcla de 75:25 v/v de ARC:
ARD. El ARC se obtuvo de la compafiia cementera antes mencionada y la ARD se
obtuvieron de la planta municipal de tratamiento de aguas residuales “Texio” ubicada en

Tepoztlan, Morelos.

8.2.3.1 Evaluacion de los regimenes hidréulicos
Cada reactor se oper6 con un tiempo de retencion hidraulico (TRH) diferente de 10, 8y 6
dias, calculando el volumen de acuerdo con la siguiente férmula (Ec.1):

TRH = (Ec.1)

Donde Q es el flujo (L d?) y V es el volumen total del fotobiorreactor (L).

Los PBR se alimentaron diariamente considerando un volumen de trabajo de 2.5 L,
la cantidad de licor de mezcla extraida de cada reactor dependiendo de la TRH fue 250,
312.5y 416.7 ml, para TRH de 10, 8 y 6 dias respectivamente. Este volumen se reemplazé
posteriormente con la mezcla afluente 75:25 v/iv ARC/ARD. Los tres PBR se operaron
simultdneamente durante 55 dias para garantizar una eliminacion completa del agua del

grifo y alcanzar una estabilidad metabdlica.

8.2.4 Metodologia estadistica

Los resultados obtenidos en los sistemas se sometieron a un analisis estadistico.
Primero se analizaron si los datos son normales con la prueba de Shapiro-Wilk, en caso de
gue no serlo se les aplicé Logl0, raiz o la transformada de Johnson para determinar la
normalidad de los datos. Posteriormente se realizo el andlisis de varianza (ANOVA) de
medidas repetidas. Se analizaron los diferentes tratamientos (TRH) en los reactores, sobre
una variable independiente (tiempo) medida en dos 0 mas ocasiones para un mismo
individuo (reactores). Se utilizé un intervalo de confianza de a=95%, en el cual un valor de
P<0.05 determin6 que no existen diferencias significativas, mientras que un valor de P>0.05
determiné que existen diferencias significativas entre los tratamientos. Cuando los

tratamientos mostraron diferencias significativas se realizé la prueba Post-hoc de Fisher.
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8.2.5 Monitoreo de nutrientes en el régimen semicontinuo

Para evaluar la capacidad de las microalgas para el aprovechamiento de nutrientes y
remocion de materia organica de aguas residuales se realiz6 un programa de monitoreo
durante el tiempo de operacion. Se utilizaron diferentes técnicas analiticas, principalmente,
espectrofotometria, gravimetria y potenciometria.

Se procesaron muestras del agua residual de origen doméstico y de agua de
enfriamiento cementera, asi como de cada fotobiorreactor se procesaron muestras con
biomasa algal (licor de mezcla) y muestras de la salida del fotobiorreactor sin biomasa algal
(clarificado). En cada TRH durante la operacion de los fotobiorreactores se monitorearon
los siguientes parametros: nitrdgeno amoniacal total (TAN), nitratos, fosfatos, demanda
quimica de oxigeno (DQO), alcalinidad, pH, sélidos suspendidos totales (SST), sélidos
suspendidos volatiles (SSV) y clorofila. Se especifica en la Tabla 5 las diferentes variables,

en gué tipo de muestra se realizé y su frecuencia semanal.

Tabla 5 Programa semanal de monitoreo de variables

Variable Agua Frecuencia  Licor  Frecuencia Clarificado Frecuencia
residual semanal de semanal semanal
mezcla
TAN X Una vez X Dos veces
Nitratos X Una vez X Dos veces
Fosfatos X Una vez X Dos veces
DQO X Una vez X Dos veces
Alcalinidad X Una vez X Dos veces
pH X Una vez X Dos veces
SST X Una vez
SSV X Una vez
Clorofila X Dos veces

8.2.5.1 Cuantificacion del nitrégeno amoniacal total (TAN) (fenol-nitroprusiato)

Se determiné la concentracion de amonio mediante el método colorimétrico desarrollado
por Soldrzano, (1969). Para ello, se tomaron 50 ml del clarificado del fotobiorreactor y se
traslad6 con ayuda de una pipeta volumétrica a un matraz Erlenmeyer de 100 ml. Se utilizé

un blanco con 50 ml de agua desionizada. Se agregaron a todas las muestras, incluyendo
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el blanco los voliumenes siguientes en el orden que se indica: 2 ml de nitroprusiato de sodio
0.50% (NazFe (CN)sNO * 2H,0); 2 ml de solucién alcohdlica de fenol 10%; 5 ml de la
solucion oxidante (preparada en el momento). Posterior a cada adicién, se agité el
contenido de los matraces, y se dejé reposar por 90 minutos. Después de 90 minutos de la
reaccién, se midié la absorbancia a 640 nm. Los resultados se compararon con una curva

patrén previamente construido con una solucién estandar de amonio.

8.2.5.2 Cuantificacién de nitratos (N-NOgz) y nitritos (N-NO2)

La determinacion de nitratos y nitritos se realiz6 utilizando el kit de prueba de nitrato-nitrito,
modelo NI-12 de la marca HACH ®, utilizando un reactivo en polvo en sobres cerrados para
la determinacion de Nitrégeno-Nitrato hasta 50 mg/L NO3-N mediante el método NitraVer 5
por reduccién de cadmio para muestras de 5 mL. Se vertid el contenido de un sobre reactivo
sobre 5 ml de muestra liquida, se agitd y se dejé reposar por 20 min. Pasando ese tiempo

y teniendo las muestras a temperatura ambiente, se midié la absorbancia a 410 nm.

8.2.5.3 Cuantificacion de fosfatos (P-PO4*)

Para la determinacién de fésforo en las muestras se utilizé una solucién extractora de
NaHCOs; al 4.2% y una solucion reductora ((NH4)sMo7024 y &cido ascorbico). En matraces
aforados de 50 ml se adicionaron 5 ml de clarificado, 5 ml de la solucién reductora 'y 5 ml
de la solucion extractora, estrictamente en ese orden. Posteriormente se aforé a 50 ml con
agua destilada. Las soluciones se dejaron reposar durante 30 min, y después se midi6 la
absorbancia a 883 nm. La cantidad de fosfatos se determiné por referencia a una curva de

calibracién previamente construida utilizando una solucién patrén de fésforo de 5 mg L.

8.2.6 Monitoreo de materia organicay carbono inorganico
8.2.6.1 Cuantificacion de la DQO

La cuantificacién de la DQO se realizé conforme a lo establecido en la norma para
el analisis de agua “Medicién De La Demanda Quimica De Oxigeno En Aguas Naturales,
Residuales Y Residuales Tratadas” (NMX-AA-030/1-SCFI, 2012). Se adicion6 en tubos de
vidrio HACH 2 ml de muestra (clarificado), después se agregd 1.5 ml de una solucion
digestora y enseguida se adicioné 3.5 ml de una solucion acida (H.SO.). Los tubos se
agitaron con cuidado, debido a que la mezcla se calienta al ser una reaccion exotérmica.
Posterior a ello los tubos se colocaron en un digestor a 150 °C, durante 2 horas. Al finalizar
las 2 horas los tubos se sacaron del digestor y se dejan en reposo hasta que alcancen la

temperatura ambiente. Como ultimo paso, se midié la absorbancia a 600 nm.
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8.2.6.2 Cuantificacién de alcalinidad

La alcalinidad se determiné conforme a lo establecido en la norma “Determinacion de
acidez y alcalinidad en aguas naturales, residuales y residuales tratadas” (NMX-AA-036-
SCFI, 2001). A 50 ml de clarificado tomado de cada uno de los diferentes biorreactores, se
les midio el pH inicial con ayuda de un potenciémetro, después con la muestra en constante
agitacion se adicioné poco a poco H>SO4a 0.002 N hasta alcanzar un pH de 4.5, una vez
alcanzado dicho pH se observo el volumen gastado de H,SO.. La alcalinidad total se calculd

como mg L de CaCO;3 con ayuda de la siguiente formula: (Ec. 2)

Ax*xN

Alcalinidad total en mg L* de CaCOs: ” (50) (1000) (Ec. 2)
donde:

A volumen total gastado de &cido en la titulaciéon en mL

N concentracion de H,SO4 expresado en normalidad

\Y, volumen de la muestra en mL

50 factor para convertir eg/L a mg

1000 factor para convertirmL a L.

8.2.7 Monitoreo de Parametros fisicoquimicos
8.2.7.1 pHy temperatura
El pH y la temperatura se determinaron diariamente con ayuda de un termometro y

potenciometro (Oakton ® pH/CON 510), respectivamente.

8.2.8 Andlisis de concentracién y composicién de biomasa

Los SST y los SSV se midieron en el licor de mezcla de acuerdo con la metodologia
descrita en Métodos estandar (APHA-AWWA-WPCF, 2017). La produccion de biomasa de
cada fotobiorreactor en (g SSV L d?) se estimé utilizando la Ec. (3)

Q*SSV
14

Produccién de biomasa = (Ec. 3)

Donde:
Q flupen Lt d?
SSV  concentraciéon de biomasa en el fotobiorreactor en g L*

\Y/ volumen del fotobiorreactor L
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8.2.8.1 Sdlidos suspendidos totales

Con ayuda de una probeta se tomaron 25 ml de licor de mezcla de cada biorreactor,
procurando gue la muestra se mantuviera homogénea, se hizo pasar a través de un filtro
de microfibra de vidrio de 47 mm (Whatman 934-AH), una vez filtrado, con ayuda de unas
pinzas se introdujeron los filtros al horno a 105 °C + 2 °C durante 1 h. Posteriormente se
llevo el peso del filtro a masa constante y se registrd la masa obtenida (NMX-AA-034-SCFl,
2015).

Mediante la siguiente ecuacion (Ec. 4) se calcula el contenido de SST.
sST =" +1 000 000 (Ec. 4)

Donde:

SST solidos suspendidos totales, en mg L

mi masa del soporte de secado con el filtro antes de la filtracién, en g
mf masa del soporte de secado con el filtro, en g
V volumen de la muestra, en mL

8.2.8.2 Sélidos suspendidos voléatiles

Se introdujo el filtro que contiene el residuo de biomasa a la mufla a una temperatura
de 550 °C + 50 °C durante 15 min a 20 min. Posteriormente se trasladé el filtro a un horno
a una temperatura de 105 °C £ 2 °C durante 20 min. Finalmente, el filtro se lleva a masa
constante (NMX-AA-034-SCFI, 2015). Mediante la siguiente ecuacién (Ec. 5) se calculé el
contenido de SSV.

mi—mf .

SSV =" * 1000 000 (Ec. 5)

Donde:

SSV  solidos suspendidos volatiles, en mg L

mi masa del soporte de secado con el filtro, en g
mf masa del soporte de secado con el filtro después de la calcinacion, (g)
\/ volumen de la muestra, en mL
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8.2.8.3 Cuantificacion de clorofila

Las muestras para la determinacion de clorofila a se recolectaron una vez por semana
y se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 min, se recolectaron en tubos Eppendorf y se
almacenaron en un congelador a -20 ° C, luego se liofilizaron a -47 ° C con una presién de
equilibrio de 0.01 en un liofilizador (Labconco Freezone 6, EE. UU.) durante 48 horas. La
clorofila a se determin6é de acuerdo con (Ritchie, 2008). Brevemente, se afiadieron a los
tubos HACH 5 mg de biomasa seca con 10 ml de metanol al 90%. Los tubos se calentaron
en bafio maria a 75 °C durante 20 minutos, posteriormente se centrifugaron a 4500 rpm
durante 15 minutos a 4 °C. Se tomé una muestra de 5 ml del sobrenadante y se midi6 a
663 nm y 645 nm en el Espectrofotémetro UV-Vis (modelo UV-1900i, SHIMADZU, Japén).
La clorofila a (mg g*) se calculé siguiendo la ecuacion 6: (Ec. 6)

[(12.7 * A663) - (2.6 * A645)] * (Vyy, )*(L)
Wh

Clorofila a =

(Ec. 6)

Donde 12.7 y 2.6 son constantes; Ass3 Y Asss: SON las lecturas de absorbancia en las
longitudes de onda de 663 y 645 nm; Vm es el volumen de metanol utilizado para el analisis
(ml); Wb es el peso de la biomasa utilizada en el analisis (g); y L es el ancho de la cubeta

de cuarzo del espectrofotémetro (cm).

8.2.9 Monitoreo de la composiciéon microbiana del cultivo

Las muestras de licor de mezcla se examinaron semanalmente con un microscopio
optico (T360B, Amscope, EE. UU.) para la evaluaciéon cualitativa de las poblaciones de
microalgas y otros microorganismos. Por lo general, se tomaron triplicados de 25 pL de
muestras y se depositaron en un portaobjetos cubierto con un cubreobjetos de 20 x 20 mm
y se midieron con un aumento total de 200x y 1000x en microscopia de campo brillante

utilizando un microscopio equipado con una camara (Amscope, EE. UU).

8.2.10 Cuantificacion de carbohidratos totales (técnica del fenol-acido sulfarico)

El contenido de carbohidratos se determiné mediante el método colorimétrico de
fenol-4cido sulfarico. (DuBois et al., 1956) utilizando un espectrofotémetro UV-Vis (modelo
UV-1800, SHIMADZU, Japon). La biomasa se centrifugd a 3000 rpm durante 10 min, se
recogié en tubos eppendorf y se almacend en un congelador a -20 ° C, luego se liofiliz6 a -
47 ° C con una presion de equilibrio de 0.01 en un liofilizador (Labconco freezone 6, EE.

UU.) durante 48 horas. Una vez seco, se hidrolizaron 2 mg de biomasa con 2 ml de HCI 1N.
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Finalmente, se dejo reaccionar durante 2 horas a 100 °C. La produccion de carbohidratos

(P \ Carbs) se calcul6 mediante la siguiente ecuacion: (Ec. 7).
P Carbs = Pb, * C carbs; (Ec. 7)

Donde Pb es la produccién de biomasa en el momento t (g L) y C carbs ; es el contenido

de carbohidratos en el momento t.

Se agreg6 1 mL del hidrolizado en un tubo de ensayo, se afiadio 1 mL de fenol al 5%
y 5 mL de &cido sulftrico concentrado. Los tubos se dejaron reposar por 10 minutos, luego
se agitaron y se colocaron en un bafio de agua de 25° a 30°C durante 10 minutos antes de
tomar las lecturas. La absorbancia se midié a 480 nm (DuBois et al., 1956). Todas las
soluciones se prepararon por triplicado. La cantidad de azuUcar se determind por referencia

a una curva patron previamente construido.

Se determiné el porcentaje de carbohidratos con respecto al peso seco de la biomasa.

Para ello se utilizo la siguiente formula: (Ec. 8)

masa carbohidratos (g)

Carbohidratos (%) = x 100 (Ec. 8)

masa peso seco (g)

8.2.11 Andlisis de la longitud de los fléculos

La longitud del fléculo se determiné al principio y una vez que el cultivo alcanzé el
estado estable. Se tomé cuidadosamente una muestra homogénea de 20 mL del licor de
mezcla de cada reactor, se tomé el floculo mas grande de la muestra con pinzas de
diseccion y se coloco en una placa Petri de 5 cm de didmetro, la cual se coloco sobre un
papel milimétrico. Se realizaron 10 repeticiones de cada TRH y se promediaron los

resultados.

8.2.12 Anélisis de micronutrientes en la biomasa

La biomasa extraida se seco utilizando un secador solar durante 4 horas. Una vez
seco, se utilizé microscopia electrénica de barrido (SEM) realizada en un microscopio S-
5500 (Hitachi) y espectroscopia de rayos X de dispersion de energia (EDX) con un Brucker
133 V para investigar la morfologia de la superficie de la biomasa seca y las composiciones

elementales, respectivamente.
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9. RESULTADOS Y DISCUSION

9.1 Experimento por lotes

La caracterizacion de las aguas residuales, asi como las mezclas se describen en las
Tablas 6 y 7. Al concluirse el experimento, se llevé a cabo el andlisis estadistico de los
datos recabados del monitoreo de los diferentes pardmetros: pH, alcalinidad, SST, SSV y
DQO, y se evaluaron estadisticamente el monitoreo de nutrientes: amonio, fosforo y
nitratos.

Tabla 6 Valores promedios y desviacion estandar de los principales parametros de ARD y ARC
utilizados en este experimento.

Parametro ARD ARC

pH 7.49 (0.52) 8.653 (0.25)
Alcalinidad (mg CaCOs; L) 452 (93.34) 468 (2.83)
DQO (mg O, L) 808.392 (127.21)  67.33 (35.10)
TAN (mg N-NH, L% 80.095 (1.18) 0.06 (0.04)
Nitratos (mg N-NOs L) 41.5 (8.48) 7.9 (6.36)
Nitritos (mg N-NOz L) 0.13 3.29
Fosfatos (mg PO43LY) 21.302 (17.26) 3.593 (2.8)

Tabla 7 Valores de los principales parametros para las mezclas de ARD y de ARC usado en este
experimento.

ARD75%- ARD50%- ARD25%-

0, o)

Tratamiento ARDIOO%  ARc2506  ARC50%  ARC75%  ARC100%
pH 8.01 8.2 8.39 8.58 8.77
ﬁ'l‘;a"”'dad (mg CaC0s g1g 505 492 479 466

DQO (mg O, LY 672.27 510.95 349.63 188.32 27

TAN (mg N-NHsL%)  80.93 60.72 40.51 20.3 0.09
Nitratos (mg N-NO3z L) 47.5 36.48 25.45 14.43 3.4
Fosfatos (mg PO,3L?Y) 16.81 12.73 8.64 4.56 0.47
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9.1.1 Rendimiento general

En los primeros tres dias del experimento el pH aumenté significativamente en todos
los reactores, siendo los reactores C y E los que mas aumentaron en la escala de pH,
aumentando de 8.4 a 10.2 y de 8.8 a 10.4, respectivamente. Posteriormente, en el dia 8,
practicamente el pH de todos los reactores se encontraba en 10. Al finalizar el experimento
el pH de los cinco reactores se mantuvo en un promedio de 9 a 10. (Grafica 1) Cabe
destacar que, el pH de cultivos de microalgas con fines de produccién se encuentra en un
intervalo entre 7 y 9 unidades, con un valor 6ptimo de operacion de 8.2 a 8.7 (Beltran-Rocha
et. al 2017). Ademas valores de pH como los observados en este experimento son
reportados comunmente en sistemas abiertos de (Eloka-Eboka & Inambao, 2017; Nayak et
al., 2016; Posadas et al., 2014). Después de determinar la normalidad de los datos, se
realizd el ANOVA encontrando un valor de P>0.05, por lo que se determind que no existen

diferencias entre los diferentes experimentos.

La alcalinidad se utiliz6 como medida indirecta de la disponibilidad de carbono en el
medio, para su analisis se observaron las concentraciones de CaCOs; respecto al tiempo.
Es posible diferenciar dos tendencias entre los reactores que tienen mayor porcentaje de
ARD contra los que tienen mayor porcentaje de ARC. Por ejemplo, se aprecia una tendencia
a la baja muy notable en los primeros 8 dias para los reactores A, By C con tasas de 29.97
mg CaCOs; dia?, 22.12 mg CaCOs; dia! y 16.69 mg CaCOs; dia! respectivamente, esto
puede deberse a que las cianobacterias a pH alto se calcifican generando la precipitacion
de Ca en forma de CaCOs; ya que la sobresaturacion externa es alta (Markou &
Georgakakis, 2011).

En cambio, entre mayor porcentaje de ARC, como lo son el reactor D y E, la
concentracion de CaCOs fue en aumento hasta el dia ocho y posteriormente hubo un
decaimiento de aproximadamente 100 mg L hasta el dia 14, que concluy6 el experimento
(Gréfica 1). Lo anterior indica que los reactores con mayor alcalinidad contienen un mayor
depdsito de carbono inorganico (Riguelme & Avendafio-Herrera, 2003). La solubilidad del
CaCOs depende de varios factores como el pH, la temperatura y el equilibrio entre las
formas de carbono, por ejemplo, al haber una alta presencia de CO; el pH y la solubilidad
disminuye. A pesar de que los reactores que presentan mayores porcentajes de ARC
presentaron tasas de CaCOsz mas altas, al momento de realizar el analisis estadistico
ANOVA de medidas repetidas no hubo diferencias significativas en cuanto a los 5

tratamientos (P>0.05).
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En cuanto a la DQO, en los primeros tres dias del experimento pudo apreciarse una
tendencia a la baja muy marcada en los reactores A, B, C y D mientras que en el reactor E
mantuvo un comportamiento similar durante todos los dias que dur6 el experimento, debido
a su escasa presencia de materia organica. Ademas, durante estos primeros tres dias las
tasas de consumo de los reactores A, B, C y D fueron de 206.7, 149.5, 96.61y 38.4 g L
por dia, respectivamente. Posteriormente, y hasta el término del experimento se
encontraron en un intervalo de concentracion de 30 a 100 mg L. En contraste, en el reactor
E se aprecia que presentd un ligero aumento en la concentracién en el dia tres, (10.27 mg
L), sin embargo, en los dias posteriores mantuvo concentraciones muy bajas de entre 30
a 80 mg L (Gréfica 1).
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Grafica 1 Determinacion de pH, DQO y alcalinidad a través del tiempo de los reactores con
diferentes porcentajes de ARD/ARC: 100/0 (PBRA A), 75/25 (PBR B), 50/50 (PBR C), 25/75 (PBR
D) y 0/100 (PBR E).
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La maxima eficiencia de remocién fue 94.83% con el reactor A, mientras que en los
reactores B, C y D las eficiencias de remocién fueron 84.75%, 71.21% y 84.22%

respectivamente.

Los ligeros incrementos en la DQO en los reactores B, C y E pueden ser causado por
la muerte celular como lo que describe Kumar et al., (2018) en cultivos con Chlorella
vulgaris. Los resultados de DQO fueron superiores a los reportados por Sharma et al.,
(2020) quienes utilizaron dos tipos de cultivos mixtos de microalgas utilizando aguas
residuales adicionadas con CO; obtenido de la fermentacion de paja de trigo, la DQO inicial
en el medio fue de 652.3 mg L y la eficiencia maxima de remocién fue del 68%. Mientras
que Kumar et al., (2018), obtuvo eficiencias de remocién del 78% con una DQO inicial de
520 mg L™ utilizando aguas residuales y adicionando gases de origen industrial. Se utilizé
la transformada de Johnson para determinar la normalidad de los datos, posteriormente se
realizé el ANOVA encontrando un valor de P=0.423, por lo que se determin6 que no hubo

diferencias entre los diferentes tratamientos.

9.1.2 Nutrientes

En el caso del nitrdgeno amoniacal total (TAN) se observé una tendencia de consumo
muy evidente para los reactores A, B, C y D; en contraste, el reactor E, mantuvo un
comportamiento similar durante los dias de medicién. Se observa que el consumo de
amonio se dio muy rapido por parte de las microalgas en los diferentes reactores. En el
reactor A, el amonio se consumié a unatasa de 10 mg L* por dia hasta el dia ocho, después
de ello ya no hubo disponibilidad. Los reactores B, C y D tuvieron tasas de consumo hasta
el dia ocho de 7.5 mg L, 5 mg L*y 2.5 mg L, respectivamente, posteriormente ya no
hubo disponibilidad del nutriente. Por otra parte, el reactor E, practicamente mostré
concentraciones de amonio cercanas o iguales a 0 durante todos los dias que dur6 el
experimento (Grafica 2). Cabe destacar que la concentracién de TAN esta directamente
relacionado a la cantidad de materia organica presente en los reactores y que el amonio es

la principal forma de nitr6geno que usan las microalgas, por eso se consumié con rapidez.

En este estudio la remocion de NH4* fue de 99% en todos los reactores, superior a los
datos reportados por (Nair et al., 2019) quienes obtuvieron eficiencias de remocién del 96%
con Chlorella pyrenoidosa cultivada en lixiviados de rellenos sanitarios y adicionando CO..
Por otro lado (Malla et al., 2015) obtuvieron eficiencias del 100% con aguas residuales del
Instituto de Investigacion Agricola de la India y con efluentes de la planta de tratamiento las

eficiencias estuvieron en el rango de 50% - 90%.
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Se realizé el andlisis estadistico ANOVA de medidas repetidas con un valor de
significancia de P=0.031, por lo tanto, se determin6 que hubo diferencias significativas en
cuanto a los tratamientos. Al realizar la prueba de Fisher (Anexos) como analisis post hoc,
se determiné que existen diferencias significativas entre los reactores A, C, Dy E, asi mismo

el reactor B no tiene diferencias significativas entre los demas reactores.

Para la determinacion de fosfatos se observd una tendencia de consumo muy
evidente para los reactores A, B, C y D. En contraste, el reactor E, el cual contenia 100%
de ARC, mantuvo un comportamiento similar durante los dias de las mediciones. Se
observo que el consumo de fosfatos se dio muy rapido por parte de las microalgas en todos
los reactores. A partir del dia ocho se observo que la disponibilidad de fosfatos disminuy6
a valores muy cercanos a 0 mg L™ de concentracién. Asimismo, en el reactor A, los fosfatos
se consumieron a una tasa de 2 mg L por dia hasta el dia ocho, después de ello hubo la
concentracion se mantuvo constante hasta el dia catorce. Los reactores B, C y D tuvieron
tasas de consumo por dia hasta el dia ocho de 1.47, 1.02 y 0.54 mg L, respectivamente.
Posteriormente las concentraciones del nutriente fueron muy cercanas a 0. Mientras tanto
en el reactor E, el cual tuvo Unicamente ARC, practicamente mostrd concentraciones de

fosfatos cercanas o iguales a 0 durante todos los dias que duré el experimento (Gréfica 2).

Se realizé el analisis estadistico ANOVA de medidas repetidas con un valor de
significancia P=0.001, por lo tanto, se determin6 que hubo diferencias significativas en
cuanto a los tratamientos. Al realizar la prueba de Fisher (Anexos) como analisis post hoc,
se determind que los reactores que tienen un porcentaje de agua domestica igual o mayor
al 50% (A, By C), tienen diferencias significativas con los reactores D y E, los cuales poseen

menor porcentaje de ARD.

Se obtuvo una alta remocion de fésforo en este trabajo, superior al 94% con
fotoperiodos de 12 h de luz y 12 h de oscuridad, lo cual es similar a los resultados de otros
autores, como el de Pena et al., (2020) quienes reportaron eficiencias de remocion de
fosfato de 97.64% y 95.54% utilizando un cultivo mixto de microalgas con mezclas de
efluentes del curtido de peces aplicando un fotoperiodo de 24 h de luz y 0 h de oscuridad,
mientras que con fotoperiodos 12 h de luz y 12 h de oscuridad las eficiencias cayeron a
45.17% y 24.22%. Demostrando que los fotoperiodos afectan los procesos fisiolégicos de
las microalgas y la manera en que aprovechan los nutrientes de diferentes aguas
residuales. En otro estudio Sharma etal., (2020) obtuvieron eficiencias maximas de

eliminacion de fosfato del 78% utilizando aguas residuales domésticas.
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Para la determinacion de nitratos se observd una tendencia de consumo a la baja
muy evidente para los reactores A, B, C y D, en contraste con el reactor E, el cual mantuvo
un comportamiento similar durante todos los dias de las mediciones. Es importante recalcar
gue las tasas de consumo por dia hasta el dia tres para los reactores A, B, C y D fueron de
13.5mg L? 3.41 mg LY 22 mg Lty 1.43 mg L%, respectivamente. Posteriormente las
tasas por dia desde el tercer dia al dia 14 fueron de 0.63 mg L, 0.49mgL?, 046 mgLty
0.67 mg L, para estos mismos reactores respectivamente. En cambio, el reactor E sufrié
una tasa de aumento por dia en la concentracion de nitratos desde el inicio al dia tres igual
a 0.45 mg L. Posterior al tercer dia todos los reactores presentaron la misma tendencia
llegando a una nula disponibilidad hasta el dia catorce. De modo que se puede afirmar
eficiencias de remocién practicamente de 100% y con un consumo de nitratos de manera

muy acelerada por parte de las microalgas (Tabla 8).

Esta eficiencia denota que no hubo nitrificacion en el sistema. Por lo tanto, el carbén
inorganico no fue consumido por bacterias nitrificantes (Arashiro et al., 2020; Wang et al.,
2020). Esto también podria estar influenciado por la luz (479 pumol m2 s?), que se encontré
gue afecta a las bacterias nitrificantes (Vergara et al., 2016). Las eficiencias de remocién
de este trabajo contrastan con los resultados de Walls etal.,, (2019) que cultivaron
Scenedesmus obliquus en aguas residuales municipales bajo condiciones heterotréficas no
estériles, en donde obtuvieron bajas eficiencias de remocion de nitratos (60%), mientras
gue los mejores resultados se obtuvieron al usar un co-cultivo de microalgas y levaduras,
en donde la remocion de nitratos en esa condicion fue del 96%. En otro estudio Kumar
et al., (2018) obtuvieron eficiencias de remocion de nitratos del 86% en cultivos discontinuos
usando Chlorella vulgaris. Por otro lado Tripathi et al., (2019) obtuvieron eficiencias del
100% con Scenedesmus sp. utilizando aguas residuales con una concentracion inicial de
nitrato de 15.3 mg L. Se realizé el andlisis estadistico ANOVA de medidas repetidas con
un valor de P=0.433, por lo tanto, se determind que no hubo diferencias significativas en

cuanto a los tratamientos.

En los reactores B, C, D y E, practicamente mostraron tendencias similares en las
concentraciones de amonio y fosfatos, ya que la mayoria de estos nutrientes fueron
removidos durante los primeros tres dias que durd el experimento. Este fendmeno podria
ser posible debido a que, con valores de pH superiores a 9.6 y concentraciones de
alcalinidad elevadas, el amonio tiende a volatilizarse, por lo que, en los reactores con mayor

cantidad de ARC dicho nutriente no estaba presente.

62



Asi mismo, debido a que el pH y la alcalinidad guardan una relacién con la formacion
de especies de PO, %, en la cual su absorcién por las microalgas disminuye en ambientes
acidos y alcalinos. Esta udltima condiciéon disminuye la biodisponibilidad e induce la
eliminacion de fosfatos via precipitacion quimica con Ca?* y formacién de fosfato de calcio
[Casz(PO4)2] en un intervalo de pH entre 9 y 11; por lo tanto, los reactores con mayor

porcentaje de ARC tampoco presentaban concentraciones de fésforo (Posadas et al.,
2014).

Aunque se obtuvieron altas eficiencias de remocion de PO.*, NH4"y NOs™ en las cinco
condiciones, se observo que el reactor E (100% de ARC) es la mejor condicién en términos

de remocion de DQO y consumo de carbono (alcalinidad).
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Grafica 2 Concentracion de TAN, fosfatos (PO.%) y nitratos (NOs’) en mg L a través del tiempo de
los reactores con diferentes porcentajes de ARD/ARC: 100/0 (PBRA A), 75/25 (PBR B), 50/50
(PBR C), 25/75 (PBR Dy 0/100 (PBR E).
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Tabla 8 Tasas de eliminacion y eficiencias de eliminacion (con desviacion estandar) de nutrientes del experimento por lotes

Mezcla Alcalinidad DQO Amonio Fésforo Nitratos
Eficiencia Eficiencia Eficiencia Eficiencia Eficiencia
Tasas de Tasas de Tasas de Tasas de Tasas de
de de de de de
eliminacion . eliminacion . eliminacion . eliminacion .  eliminacion = =
( Ldia) eliminacion ( dia) eliminacion ( Lgia) eliminacion ( idia) eliminacion ( 1gia) eliminacion
mgL-ldia- mgL-ldia- mgL-ldia- mgL-ldia- mgL-ldia-
(%) (%) (%) (%) (%)
29.97 81.00 45,54 94.83 5.78 1.13 94.03 3.39
100.00 100.00
ARD100% (0.86) (2.31) (0.25) (0.53) (**) (0.01) (0.68) (**)
ARD75%- 22.12 61.31 30.93 84.75 4.34 0.88 96.27 2.61
100.00 100.00
ARC25% (1.82) (5.05) (3.39) (9.28) (**) (**) (0.17) (**)
ARD50%- 16.69 47.50 17.79 71.21 2.89 0.58 94.04 1.82
100.00 100.00
ARC50% (6.1) (17.34) (2.35) (9.40) (**) (0.03) (4.98) (**)
ARD25%- 11.77 34.40 11.33 84.22 1.45 0.32 98.60 1.03
100.00 100.00
ARC75% (0.97) (2.83) (1.46) (10.82) (**) (0.01) (1.98) (**)
6.74 20.26 0.01 0.03 0.24
* * 100.00 100.00 100.00
ARC100% (4.29) (12.88) (**) (**) (**)

*Se observé incremento.

**Desviacion estandar menor a 0.01.
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9.1.3 Crecimiento de la biomasa

Los SST se refieren al material constituido por los sélidos sedimentables, los sélidos
suspendidos y coloidales que son retenidos por un filtro de fibra de vidrio con poro de 1.5
um secado y llevado a masa constante a una temperatura de 105°C + 2°C. En general,
pueden tener su origen por contaminacién con aguas residuales o por procesos de erosion
hidrica. La principal problemética asociada al aumento de este parametro es que puede
ocasionar turbiedad en el agua, ademas de una disminucién en el paso de luz solar a través
del agua, impidiendo o reduciendo la actividad fotosintética de organismos acuaticos, de
gran importancia para la producciéon de oxigeno disuelto. Es por ello la importancia de

medirlos en las aguas residuales.

Durante los dias que duré el experimento pudo apreciarse un aumento en la
concentracion de los SST en todos los reactores. Siendo los reactores A 'y B los que mayor
tasa de aumento por dia tuvieron, de 0.17 y 0.14 g L%, respectivamente. Y los reactores C,
D y E tuvieron una tasa de aumento por dia de 0.11, 0.09 y 0.07 g L, respectivamente.
Ademas, los reactores A y B, que tienen el mayor porcentaje de ARD, presentaron los
resultados mas favorables, ya que tuvieron las mayores concentraciones de SST al finalizar
el experimento, de 2.83 y 2.35 g L%, respectivamente (Gréfica 3). Sin embargo, al realizar
el andlisis estadistico ANOVA de medidas repetidas con un valor de P=0.097, se determin6

que no hubo diferencias significativas en cuanto a los tratamientos.

Durante los dias que duré el experimento pudo apreciarse un aumento en la
concentracion de los SSV en todos los reactores. Siendo el reactor B el que mayor
concentracion tuvo al finalizar el experimento, (2.28 g L?), y una tasa por dia de 0.135 gL?,
esto a pesar de que en el dia ocho tuvo un ligero decaimiento de 0.05 g L™ con respecto al
dia tres. Ademas, los reactores A y C tuvieron un comportamiento similar durante los
catorce dias que duré el experimento, teniendo tasas por dia de 0.1 y 0.09 g L%,
respectivamente. De igual manera, los reactores D y E presentaron un comportamiento muy

parecido, teniendo tasas por dia de 0.07 y 0.06 g L%, respectivamente (Gréafica 3).

A pesar de que los reactores que tuvieron mayor porcentaje de ARD son los que
presentaron resultados mas favorables en cuanto a la concentracion de SSV, al realizar el
andlisis estadistico ANOVA de medidas repetidas con un valor de P=0.370, se determiné

que, no hubo diferencias significativas en cuanto a los tratamientos.
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Se obtuvo un buen crecimiento en los reactores con mayor proporcion de ARD con
una tasa de crecimiento por dia de 0.1 g L%, en otros estudios también se muestra la
factibilidad del empleo de ARD para el cultivo de microalgas debido a que se degradan con
facilidad y los nutrientes presentes en estas, ademas son una buena opcién para reducir
los costos en sistemas a gran escala (Gani et al., 2016; Sanchez Zurano et al., 2020).
Conforme incrementd la proporcion de ARC en las mezclas disminuyé la tasa de

crecimiento por dia hasta 0.06 g L' en el reactor E, sin embargo, no hubo inhibicién.

Durante el experimento, se observaron las concentraciones de clorofila tipo a a través
del tiempo, en el dia cero, once y catorce. Al iniciar el experimento, todos los reactores
tenian la misma concentracion de clorofila a de 3.74 mg g*. En el dia once todos los
reactores presentaron una disminucion en la concentracién, siendo mas notorio en los
reactores B, C y D con porcentajes de 25, 50 y 100 % de ARC, respectivamente. Sin
embargo, el reactor E, con 100% de ARC, presentd un leve decaimiento en el dia once de
hasta 2.63 mg g?, sin embargo, para el dia catorce la concentracién disminuyé hasta ser
de 1.46 mg g, concentracion similar a la del reactor D en el mismo dia. Por otra parte, el
reactor A presentd una tendencia similar durante todos los dias del experimento, la
concentraciéon nunca decayé por debajo de 3 mg g, en el dia once la concentracién de
clorofila a fue de 3.2 mg/g y al final llegé a tener una concentracién de 3.4 mg g* (Gréfica
3).

El reactor A fue el que mejores resultados presento a través del tiempo en cuanto a
las concentraciones de clorofila tipo A, y por ende refleja una estimacioén de la calidad de la
biomasa contenida en este reactor. Sin embargo, al realizar el andlisis estadistico ANOVA
de medidas repetidas con un valor de P=0.112, se determindé que no existen diferencias

significativas en cuanto a los tratamientos.
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Grafica 3 Concentracion de SST, SSV y clorofila tipo a a través del tiempo (dias) de los reactores
con diferentes porcentajes de ARD/ARC: 100/0 (PBRA A), 75/25 (PBR B), 50/50 (PBR C), 25/75
(PBR Dy 0/100 (PBR E).

En este experimento fue posible observar un fenébmeno de blanqueamiento, también
conocido como “clorosis”, en el cual las microalgas cambian de su color azul verdoso
caracteristico a un amarillo verdoso conforme aumentaba el porcentaje de agua cementera

en los reactores, es decir en los reactores D y E donde la limitacién de nutrientes fue muy

alta desde el inicio del cultivo (Figura 8).

Figura 8. Fenomeno de blanqueamiento o clorosis
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Los principales pigmentos de las microalgas son la clorofila A (Chl) y las
ficobiliproteinas aloficocianina (APC) y ficocianina (PC) los cuales son componentes
pigmentados de los ficobilisomas (PBS). Estos pigmentos estan asociados con el aparato
fotosintético en las membranas tilacoides. La abundancia de estos pigmentos y otros
componentes del aparato fotosintético varia con las condiciones ambientales, como la
calidad y cantidad de la luz, asi como con el suministro de nutrientes, asi que la deficiencia
de nitrogeno y fosforo en este experimento generd este fendmeno ya que la sintesis de
clorofila y la inactivacion del fotosistema Il esta inhibido (Collier & Grossman, 1992; Griindel
et al., 2012; Parkhill et al., 2001).

En cuanto a la composicién microbiana, se observé que el cultivo fue dominado por
cianobacterias; por la morfologia es posible encontrar con cianobacterias filamentosas del
género Pseudanabaena o geitlerinema, aunque también fue posible observar un alto
crecimiento de algas verdes como Chlorella. El cultivo también present6 algunas células
cocales de algas verdes formado colonias y otros microorganismos como bacterias,
protozoos, pequefios metazoos, los cuales son comunmente encontrados en aguas dulces
y contaminadas (Abdel-Raouf et al., 2012; Cho et al., 2011; Sforza et al., 2014) (Figura 9).
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Figura 9 Cultivo mixto de microalgas a través del tiempo en cada uno de los reactores
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9.1.4 Produccion de carbohidratos y relaciones C: N

Los carbohidratos se pueden encontrar en las microalgas en forma de granulos de
almidén y glucégeno como productos de reserva de energia. Estos polimeros presentan
diferentes tamanos y tiene en comun la unién por enlaces glucosidicos 3, por lo que se
conocen como B-glucanos (Galarza, 2019). Al inicio del experimento, (dia cero), se contd
con un porcentaje de 15.7% de carbohidratos, provenientes del inéculo del reactor madre
cultivado en medio BG-11. Se observé que en los primeros ocho dias las mayores
concentraciones de carbohidratos se obtuvieron con los tratamientos D y E cuyo contenido
fue de 50 y 48.2%, respectivamente; sin embargo, para el dia catorce en el tratamiento D
solo se observo un ligero incremento en los carbohidratos llegando a 52.1% y en el reactor
E se observé una notoria disminucion. En el tratamiento A se obtuvo la menor concentracion
de carbohidratos en el dia ocho y posterior a ello un pronunciado incremento que paso de
23.8% y 53.8%. Para los reactores B y C, en el dia ocho, el contenido de carbohidratos fue
de 40.2 y 39.2% respectivamente; y 55.7 y 52% en el dia catorce (Grafica 4).

Se realiz6 el analisis estadistico ANOVA de medidas repetidas con un valor obtenido
de P=0.779, por lo tanto, se determiné que no hubo diferencias significativas en cuanto al
tratamiento. Posteriormente al realizar la prueba de Fisher como andlisis post hoc, se

confirma que efectivamente no existen diferencias significativas entre los reactores.
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Gréfica 4 Porcentaje de carbohidratos.
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Se determinaron las relaciones C: N en mol mol? en los diferentes tratamientos a lo
largo del tiempo (Tabla 9), estas relacionas denotaron pronunciadas limitaciones de
nitrégeno, por ejemplo, en el reactor E, que es el que tiene 100% de ARC se observo una
pronunciada limitacién de nitrdgeno desde el primer dia. En el dia ocho todos los
tratamientos presentaban esta condicion. Cabe destacar que el alto contenido de
carbohidratos en D y E luego de ocho dias demostraron que estas mezclas son aptas para
la acumulacion de carbohidratos en periodos de cultivo cortos y los altos contenidos de
aguas residuales municipales generan acumulacion en periodos mas largos. A pesar de
gue el reactor B tiene mayor porcentaje, el reactor D acumula carbohidratos en periodos de
cultivo cortos. Esto demuestra que la limitacion de nutrientes ayuda a la acumulacion en
periodos cortos de altos contenidos de carbohidratos como lo reportado por Arias et al.,
2018b o Pinto et al., 2018.

Tabla 9 Relacién C: N por dia y mezcla (mol mol-?)

. ARD75%- ARD50%- ARD25%-
Dia ARD100% ARC100%
ARC25% ARC50% ARC75%

0 0.94 1.21 1.76 3.36 77.12
3 0.95 3.72 24.92 19.17 43.14
8 14.02 31.36 40.47 82.88 102.21

La mezcla con la mejor acumulacién de carbohidratos al finalizar el experimento por
lotes fue ARD25%-ARC75%, con un 52.1%. En este régimen hidraulico, a pesar de que
otras mezclas acumularon mayores porcentajes, la mezcla ARD25%-ARC75%, demostré
que en periodos cortos (ocho dias) las microalgas son capaces de acumular casi el valor
final de carbohidratos (50.1%). Esto debido a la limitacién de nitrégeno derivada del uso de

agua residual cementera.

En este estudio, el mayor porcentaje de acumulacion de carbohidratos en menor
tiempo fue del 50%, resultado similar a lo reportado por Ho et al., (2017) y Hanifzadeh et al.,
(2018), en los cuales también se llevaron a cabo en un cultivo por lotes, pero con la
diferencia que se utilizaron como microalgas cultivadas Scenedesmus obliquus y Chlorella

sorokiniana; ademas de utilizar medios cultivos sintéticos.
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Los medios sintéticos permiten mantener las condiciones del cultivo y propician el
crecimiento 6ptimo de las algas, tal y como se reporta en los estudios realizados por Markou
et al., (2012) y Aikawa et al., (2012) sin embargo, la mezcla residual utilizada en este trabajo
también demuestra que las microalgas pueden desarrollarse, siempre y cuando se
encuentren en forma de consorcios y mientras se genere un desbalance en el medio en
donde las microalgas son capaces de mantener sus actividades metabdlicas estables con
la presencia de nutrientes como N y P. Segun lo establecido por (Redfield, 1958) las
relaciones atémicas de los elementos C:N:P en las microalgas y el plankton es de 106:16:1
y considerando que las proporciones C:N en este estudio fueron de 82.88 para ARD25%-
ARC75% nos indica una fuerte limitacion de N, que propicid al incremento en la
acumulacién de carbohidratos en menor tiempo (8 dias). La acumulacion de carbohidratos
por la via de limitacion de N es un proceso en el cual el carbono fijado fotosintéticamente
en el ciclo de Calvin se convierte directamente en carbohidratos en lugar de seguir la
sintesis de aminoé&cidos (Ran et al., 2019). El cultivo mixto utilizado en el reactor D crecio
bajo una limitacion muy marcada de nutrientes, como nitrégeno y fosforo; dicha limitacion
se reporta en varios trabajos como un factor determinante que promueve la acumulacién
de carbohidratos. Un cultivo mixto de microalgas puede ser una herramienta muy Gtil para
el tratamiento de aguas residuales, sin embargo, entre las especies de microalgas mas
utilizadas en el tratamiento de aguas residuales se encuentran Chlorella sp. y Scenedesmus
sp. (Li etal., 2019). La correcta seleccién de factores como agua residual para utilizarse
como medio de cultivo, la seleccién de un cultivo mixto dominado por algas verdes y un
aseguramiento de una limitacion de nutrientes en el medio, pueden promover el tratamiento
de aguas residuales y un porcentaje alto en la acumulacion de carbohidratos. Se destaca
que el uso de agua residual de la industria cementera funciono como un regulador de

nutrientes lo cual afecto principalmente la relacion C/N.

A pesar de que el porcentaje de carbohidratos obtenido en este trabajo es similar a lo
reportado por diversos autores, la producciéon de biomasa significativamente en algunos
estudios, sin embargo, cabe destacar que en la mayoria de los estudios utilizan medios de
cultivo sintéticos, por lo que el mérito principal de este experimento es la generacion de
resultados satisfactorios utilizando como principal herramienta un producto de desecho

como lo son las aguas residuales (Tabla 10).
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Tabla 10 Comparacién de los resultados obtenidos en modo de operacion por lotes.

Produccion
Ti o . , . . hidrat .
'p°? de lluminacion Fotoperiodo Carbono DQO Amonio Fosforo Nitratos . de Carbohidratos Referencia
cultivo biomasa (%)
(mg L* d*)
. 84%- 94%- .
. 0/ - 0 () 0, - -
Mixto 479 12:12 20%-81% 95% 100% 100% 100% 1.4-2.8 36.2-55.7 Este estudio
Dunaliella
tertiolecta 100 . (Rizwan et al.,
- M Fl2 - - - - - .
(UTEX umol/m?/s edio F/ 559 2017)
LB999)
Chlorella Medio (Mayers et al.,
salina 125 ) ASWM ) ) i ) 3 S0 2018)
. (Samiee-
Chlorella sp 255 - “RAES;E - - - - 124.6 60.9 Zafarghandi
et al., 2018)
i Medio
Spirulina sp. . (Braga et al.,
LEB 18 41.6 12:12 Zarr.ouk - - - 0.97 59.1 2018)
modificado
) (Pinto et al.,
Spirogyra sp. 0.879 36 2018)
. . (Arias et al.,
Mixto 220 12:12 0.99 74 2018b)
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Mixto

Mixto

Chlorella
pyrenoidosa
(NCIM 2738))

Chlorella
minutissima

Chlorella
vulgaris

Scenedesmus
sp y co-cultivo
con levaduras

Scenedesmus
sp

Nannochloropsis
gaditana

3910 lux

8000 lux

3-5 klux

54

80

24:00:00

10:14

12:12

56.7 100 97.64

68 87 78

91 90 96

75 70-80 60-70

- 87 67
- 53-100 46-93
88 - 100

65

60-96

100

14

0.36

2.9

0.98

181

2.33

NA

17.7

(Pena et al.,
2020)

(Sharma
et al., 2020)

(Nair et al.,
2019)

(Malla et al.,
2015)

(Kumar et al.,
2018)

(Walls et al.,
2019)

(Tripathi et al.,
2019)

(Onay, 2018)
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9.2 Experimento en semicontinuo

9.2.1 Rendimiento general

La caracterizacion las aguas residuales individuales, asi como la mezcla 75:25 viv
ARC: ARD report6 parametros muy similares a los reportados en el experimento por lotes,
(Tabla 11) a pesar de que la toma de muestras de los efluentes se hizo con varios meses
de diferencia, lo que podria ocasionar un cambio en las diluciones, debido a que se trata

agua residual en condiciones reales.

Tabla 11 Valores con desviacién estandar de los principales parametros de ARD y ARC utilizados

en este experimento.

Parametro ARD ARC Mezcla
(75:25viv ARC:
ARD)

pH 7.23 (0.38) 8.6 (0.32) 8.36

Alcalinidad (mg CaCOs L?) 386 (-) 470 (-) 464

DQO (mg O, L?) 853.77 (109.19) 87.5(4.95) 252.6

TAN (mg L) 79.26 (1.18) 0.03(0.01) 20.1

Nitratos (mg N-NO3z L) 35.5 () 12.4 () 16.3

Nitritos (mg N-NOy L) 0.13 (-) 3.29 () 2.5

Fosfatos (mg PO43L?) 22.8 (20.82) 4.85(2.49) 8.02

Los valores de pH variaron de 8 a 10 unidades durante todo el tiempo experimental en todos
los reactores. El valor de pH medio para cada uno de los reactores fue de 8.87, 8.95y 8.86
para las operaciones a los diez, ocho y seis dias de TRH, respectivamente. Cabe sefialar
que el pH de los cultivos de microalgas con fines de produccién se encuentra en un rango

entre 7 y 9 con un valor operativo 6ptimo de 8.2 a 8.7 (Beltran-Rocha et al., 2017).

La alcalinidad se utilizd6 como una medida indirecta de la disponibilidad de carbono
inorganico en el medio. Cabe destacar que las aguas residuales compuestas por 75%: 25%
v/v de ARC/ARD proporcionaron suficiente alcalinidad en todas las condiciones, obteniendo
valores iniciales de 386, 410 y 402 mg CaCOs; L para los reactores TRH10, TRH8 y TRHS,

respectivamente.
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Posteriormente hasta el dia cuarenta hubo un incremento muy marcado de la
alcalinidad en todos los tratamientos, en este dia se obtuvo el maximo valor de alcalinidad
para TRH8 con 584 mg CaCOsz L%, mientras que los reactores TRH10 y TRH6
incrementaron a 554 y 528 mg CaCOs; L%, respectivamente. Finalmente, las
concentraciones de mg CaCOs; L disminuyeron durante el resto del experimento llegando

a obtener titulos muy cercanos a los 400 mg CaCOs L (Gréfica 5)
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Gréfica 5 pH, alcalinidad y DQO de los fotobiorreactores en reactores semicontinuos operados a
los 10, 8 y 6 dias de TRH alimentado con ARD25% -ARC75%.

Cabe destacar que en los intervalos de pH de 6.36 a 10.33 permite la predominancia
del HCOg, lo que hace que la alcalinidad esté disponible para las microalgas. Lo que a su
vez mantiene la disponibilidad de carbono para la acumulacion de carbohidratos (Markou &
Georgakakis, 2011).

Por otro lado, el carbono organico medido como DQO mostré patrones diferentes. Durante

los primeros veinte dias de operacion (fase de adaptacion), los efluentes de todos los
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reactores registraron concentraciones de hasta 270 mg O, L. Posteriormente, la
concentracion de DQO descendié hasta alcanzar valores de 50 mg O, L%, logrando una
DQO con una remocion general mayor al 80%. Cabe destacar que este cultivo no
incremento la DQO como ocurrié en otros estudios previos utilizando efluentes industriales
(Sanchez-Contreras et al., 2021; Van Den Hende et al., 2014), relacionando esa dindmica
con la liberacibn de compuestos organicos como producto de la reduccién de carbono
durante la noche. De hecho, este cultivo demostré una alta eliminacion sin la adicion de

lodo activado para mejorar la eliminacion de DQO (Lee et al., 2019).

9.2.2 Nutrientes

En el caso de los nutrientes, el P-PO4*> mostr6é una tendencia de consumo muy similar
para todos los reactores en los primeros veinticinco dias, manteniendo un promedio de 1.1
mg L. Posteriormente, la concentracion aument6 en los tres reactores hasta el final del
experimento registrando valores de hasta 3 mg L' en todas las condiciones. La
concentracion mas alta se dio en TRH 6 en el dia treinta y tres con 3.6 mg L. Durante
todos los dias la concentracién de P-PO4* estuvo muy por debajo de la concentracion del
influente, ademas se alcanzaron eficiencias de remocion mayores al 75%.

En cuanto al nitrégeno, el TAN se consumi6é completamente durante todo el tiempo
del experimento en todas las condiciones de manera muy rapida. Se produjeron tendencias
similares para el N-NO’, que permanecié por debajo del limite de deteccion durante todo
el tiempo experimental. Por el contrario, la concentracion de N-NOs mostré diferentes
patrones, En el dia diez el reactor TRH10 partié de una concentraciéon de 14 mg NO3z L?
hasta llegar al dia cuarenta y ocho con 2 mg NOs L?; de igual forma TRHS inici6é de 8 mg
NOs L*finalizando con 1.6 mg NOs L1, mientras que TRH6 disminuyé de 12 hasta 1.60
mg NOs L. Lo cual indica que se consumié casi por completo (> 87%) en la operacion a
los diez y ocho dias de TRH, mientras que se eliminé solo en un 50% a los 6 d de TRH
(Gréfica 6).
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Gréafica 6 Nutrientes: TAN, NOs, NO, y P-PO43 de los fotobiorreactores en reactores

semicontinuos operados a los 10, 8 y 6 dias de TRH alimentado con ARD25% -ARC75%.

Se esperaba la absorcion completa de TAN ya que el amonio es la forma preferida de
nitrégeno consumida por la mayoria de las especies de microalgas y cianobacterias,
seguida por los nitratos y finalmente los nitritos. Este patron se ha observado en varios
estudios de alimentacién con digestato diluido y sin diluir (Alvarez & Otero, 2020; Arashiro
et al., 2020; Arias et al., 2018a). Ademas, las eficiencias generales de remocién en este
trabajo fueron similares a las reportadas en otros estudios de cultivos semicontinuos que
utilizan efluentes industriales para el cultivo de microalgas. Por ejemplo, Sanchez-Contreras
et al., (2021) eliminaron mas del 90% de P-PO.* en un rango de 50-80% de N-NH4" en
todos los reactores. Sin embargo, solo se obtuvo una disminucion del 2% en la DQO en un
TRH10, cuando se usaron aguas residuales industriales mixtas de un parque industrial para

cultivar un cultivo dominado por cianobacterias.
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En caso contrario, Andreotti et al., (2020) eliminaron el 97.18% de P-PO,*y el 99.82%
de N-NH." en un régimen semicontinuo operado con TRH10 y el 92.25% de P-PO4* en un
fotobiorreactor con TRH7, utilizando aguas residuales de la industria acuicola para

alimentar a Tetraselmis suecica. (Tabla 12).
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Tabla 12 Promedios (desviacién estandar) de las principales concentraciones de nutrientes del

efluente (licor de mezcla) de los PBR operados a los 10, 8y 6 d de TRH.

Parametros Unidades TRH 10 TRH 8 TRH 6
Alcalinidad  Concentracion 464.86 (72.02) 492.57 (67.53) 474.29 (55.97)
(mg CaCOs LY)
Tasas de 1.34 () 1.13(-) 0.76 ()
eliminacion (mg
Ld?)
Eficiencia de 15.9(-) 13.36(-) 9.05(-)
eliminacion (%)
DQO Concentracion 86.48 (92.47) 96.11 (85.15) 82.26 (83.07)
(mg Oz L™)
Tasas de 6.14 5.44 6.22
eliminacion (mg -7.52 -8.62 -3.77
Ld?)
Eficiencia de 92.43 81.85 93.7
eliminacion (%) -2.06 -2.36 -1.03
TAN Concentracién 0.03 (0.03) 0.03 (0.03) 0.04 (0.03)
(mg L)
Tasas de 0.365 0.365 0.365
eliminaciéon (mg -0.01 -0.01 -0.01
Ld?)
Eficiencia de 100 100 100
eliminacion (%)
P-PO43 Concentracion 1.31(0.80) 1.60 (0.77) 2.11 (0.97)
(mg PO L
Tasas de 0.099 0.11 0.098
eliminacion (mg ) ) )
Ld?)
Eficiencia de 73.1 80.25 72.26
eliminacion (%) ) )
N-NO3 Concentracion 5.77 (5.48) 4.62 (3.45) 6.07 (3.38)
(mg L)
Tasas de 0.27 0.26 0.24
eliminacién (mg ) ) )
Ld?b)
Eficiencia de 90.18 87.12 47.24

eliminacion (%)
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9.2.3 Crecimiento de la biomasa

La poblacion de algas experimentd cambios de composiciéon a lo largo del tiempo,
aungue permanecié dominada por cianobacterias filamentosas. Otras especies de
cianobacterias como Nostoc sp. se observo, asi como la aparicién de Chlorosarcinopsis sp.
dentro de los floculos y Scenedesmus sp. disperso, y Chlorella sp. (Figura 10).

La biomasa medida como SSV en los fotobiorreactores mostré una disminucion
durante los primeros veintisiete dias, desde los 0.9 g L™ iniciales a 0.4, 0.45y 0.38g L' a
10, 8 y 6 dias de TRH, respectivamente. La operacion a los diez y ocho dias mantuvo un
promedio antes de alcanzar un estado estable con un promedio de 0.4y 0.6 g L™ desde el
dia veintisiete al cincuenta y cinco de operacion. Por el contrario, TRH6 mantuvo un estado
estable con un promedio de 0.6 g L desde el dia veintisiete al dia cuarenta y siete, pero
descendiendo a 0.2 g L en el tltimo dia de operacién. La mayor concentraciéon de biomasa
se logré operando a los 8 dias de TRH el dia treinta y uno, alcanzando 0.91 g L%, con una
produccion de 0.1 g L d%. (Gréfica 7)

En el caso de los SST tuvieron un valor inicial de 1.072 g L. Durante los dias que
duré el experimento pudo apreciarse una disminucién de los SST en los primeros 17 dias
en todos los reactores con concentraciones de 0.298, 0.32 y 0.348 g L™ para los reactores
TRH10, TRH8 y TRH6, respectivamente. Posteriormente hubo un aumento en la
concentracion de los SST en todos los reactores, manteniéndose en un intervalo de 0.5 a
1.0 g L* hasta el dia treinta y uno. Finalmente, la tendencia de los SST se mantuvo
practicamente en un rango de 0.3 y 0.6 g L en todos los reactores hasta finalizar el
experimento. La mayor concentracion de SST se dio en el dia treinta y uno para TRH8 con
1.13 g L. (Gréfica 7).

Con respecto al contenido de clorofila a, todas las condiciones mostraron un patrén
creciente mostrando el mayor contenido de pigmento en la TRH8 y TRH6, con los picos
mas altos de 5.3y 5.7 mg g, respectivamente, en el dia cuarenta y ocho (Gréfica 7). Lo
que podria implicar que la biomasa fotosintética aumentara frente a otras bacterias y
herbivoros presentes en el indculo. Cabe destacar que la biomasa mantiene valores altos
a pesar de tener solo un 25% de ARD, lo que se considera una fuente equilibrada de
nutrientes y carbono para el crecimiento de microalgas en varios estudios (Rawat et al.,
2011). De hecho, los resultados obtenidos en este trabajo son similares al estudio de (Nayak
et al., 2016), alcanzando una produccién de biomasa de 0.196 g L d* de Scenedesmus

sp. alimentados con un 100% de ARD suplementado con 2.5% (v / v) de COo.
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En este trabajo, la adicibn de CO; fue innecesaria gracias a la alta alcalinidad
aportada por ARC. Ademas, esté claro que ARC no tuvo un efecto téxico en las microalgas,
a diferencia de otros efluentes industriales. Por ejemplo, Ajitha et al., (2019), evalud los
efectos téxicos del efluente de galvanoplastia industrial sobre Chlorella vulgaris,
encontrando una disminucién en el contenido de los pigmentos fotosintéticos (clorofila a,

clorofila b y carotenoides) al aumentar la concentracion de efluente en el medio.
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TRH 10d

Dia 41

Dia 55

Figura 10 Imagenes microscopicas del indculo observadas en microscopia de luz brillante a 1000x.
Los fléculos de algas y las células dispersas estdn compuestos por cianobacterias Gleiterinema
sp., Nostoc sp., y algas verdes Scenedesmus sp., Chlorosarcinopsis sp. y Chlorella sp.
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Grafica 7 Perfiles de biomasa medidos en términos de SSV, SST y clorofila a en reactores
semicontinuos operados a 10, 8 y 6 dias de TRH alimentados con ARD25% - ARC75%.

9.2.4 Produccién de carbohidratos y relaciones C/ N

El contenido de carbohidratos se report6 en términos de peso celular seco (DCW)
acumulado en la biomasa. Al comienzo del experimento (dia cero), habia un porcentaje de
45% en peso seco de carbohidratos, del in6culo enriquecido en carbono del reactor stock
cultivado en medio BG-11. En general, las tres condiciones mostraron el mayor contenido
de carbohidratos entre el dia diez y veinticuatro de operacion, logrando 47, 54 y 49% a los
10, 8 y 6 dias de TRH, respectivamente. Después del dia veinticuatro y hasta el final del
experimento, el porcentaje de carbohidratos se mantuvo por debajo del 40% en todos los
reactores; La TRH 10 oscil6 entre 23 a 45% de peso celular seco, la TRH8 promedié el 38%
y la TRH6 presentd un patron decreciente hasta alcanzar el 16% hasta el ultimo dia de

operacion (Gréfica 8).
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Grafica 8 Contenido de carbohidratos en los fotobiorreactores operados a los 10, 8 y 6 dias de
TRH.

Estos resultados se compararon con las relaciones mol mol! C: N registradas a lo
largo del tiempo experimental de los nutrientes de N (TAN, nitratos y nitritos) y carbono
inorganico (alcalinidad) (Tabla 13). Los resultados mostraron relaciones C: N
desequilibradas (superiores a 16 mol mol? ) considerando que la relacion éptima de
carbono y nitrégeno en las microalgas es de 6.625 mol mol?! (Redfield, 1958), lo que se
indica como una condiciébn promotora de carbohidratos. Cabe sefialar que el mayor
contenido de carbohidratos se obtuvo en relaciones C: N por debajo de 49.8 mol mol™. Otro
parametro importante que considerar fueron las relaciones N: P, en este experimento, las
relaciones N: P estuvieron por encima de la relacion estandar de 16: 1, cuando se registro
la mayor acumulacién de carbohidratos. Después del dia veintiséis todas las proporciones
N: P se mantuvieron por debajo del estandar (16:1 mol/mol), lo que podria influir en el bajo

contenido de carbohidratos.
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Tabla 13 Relaciones C /Ny N/ P (mol mol1) en el experimento en semicontinuo.

TRH 10 TRH 8 TRH 6
Dia C:N N:P C:N N:P C:N N:P
10 16.98 23.94 31.24 12.81 20.53 11.66
17 22.66 28.25 33.80 9.23 44.78 11.88
26 49.80 21.38 46.28 11.64 43.16 6.04
47 144.46 1.25 187.55 0.80 103.63 1.57
55 151.13 1.22 118.69 2.19 30.42 6.39

En conclusién, los mayores contenidos de carbohidratos logrados en este trabajo,
especialmente en TRHS8, se cierran a lo reportado en otros estudios semicontinuos que
emplean aguas residuales domésticas (Tabla 14). Aun asi, los resultados obtenidos en este
estudio son inferiores a los estudios que agregan fuentes de carbono externas.

Sorprendentemente, el uso de fuentes externas de carbono, especialmente CO,, aumenta

los costos de produccién.
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Tabla 14 Comparacién de la relacién C: N, la relaciéon N: P y el contenido de carbohidratos con otros estudios.

Modo de Agua Fuentede Tiempo TRH Relacion Relacién Carbohidratos Referencia
operacién residual carbono de (dias) C:N N: P (%)
operacioén
(dias)
Semicontinuo ARC-ARD N/A 55 10d 22.66 28.25 46.8 Este estudio
8d 31.24 12.81 54.1
6d 44.78 11.88 49.4
Semicontinuo Industrial N/A 35 10d 2.5 9 54 (Sanchez-Contreras
8d 1.65 22 57 et al., 2021)
6d 0.76 204 40
Semicontinuo ARD N/A 30 10d 0.44 37 57 (Solis-Salinas et al.,
6d 0.23 65 56 2021)
Semicontinuo ARD N/A 30 10d 3.67 2.04 48 (Arias et al., 2020)
Semicontinuo ARD N/A 120 10d NA 0.4 22 (Arcila & Buitrén,
6d NA 1.1 16 2016)
2d NA 18.7 14
Semicontinuo Medio COqal 16 4d - - 78 (Yuan et al., 2018)
sintético (BG- 10%
11)
Continuo Acuicultura CO; 10 1d - 34.9 - (Gao et al., 2016)
Semicontinuo  Escorrentia CO.y Siete 15d 31.37 46.31 69 (Rueda et al., 2020)
agricola NaHCO; meses
Por lotes Medio COyy 11 - 3.42 45.7 60 (De Farias Silva et
sintético NaHCOs al., 2017)
(Basal A)
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9.2.5 Contenido de micronutrientes

La composicién de nutrientes en la biomasa de algas recolectada se compar6 con la
biomasa del fotobiorreactor madre. La composicion de macronutrientes como el oxigeno y
el carbono fue similar en todos los PBR (30-40%), mientras que el nitrégeno y el fosforo
estuvieron en porcentajes inferiores al 2% en las TRH 10, 8 y 6, lo que puede explicarse
por la muy marcada limitacion de estos nutrientes durante la operacion, mientras que el
reactor madre presentd porcentajes ligeramente superiores de N y P (1-7%). los
micronutrientes mas importantes presentes en todos los PBR fueron Ca y Si, con rangos
de 11-26% y 2-4%, respectivamente (Tabla 15). Estos elementos no se observaron en el
reactor madre, lo que implica que las aguas residuales eran la fuente de estos minerales,
especialmente el agua de enfriamiento de la industria cementera, cuyos constituyentes
quimicos primarios en la fabricacién estan constituidos por éxidos de Ca, Si, Fe y Al
(Venegas Padilla et al., 2017).

Los micronutrientes metalicos reportados en este analisis (K, Mg, Ca, Na y Fe) son
esenciales para las microalgas porque ayudan a regular funciones celulares como la
sintesis de proteinas y clorofila, la regulacién osmotica y la asimilacion de nitrégeno
(Beltran-Rocha et al., 2017). Ademas, los porcentajes de N, P, Sy K en la biomasa residual
de este estudio podrian utilizarse para fines agricolas. Un estudio similar de Wuang et al.,
(2016) cultivé Spirulina platensis en el tratamiento de aguas residuales logrando
porcentajes de N, P, Ky Cade 7.8, 0.8, 1.6 y 0.4%, respectivamente, demostrd la aplicacion
posterior de biomasa de algas como fertilizante. en diferentes verduras. Esto implica que la

biomasa recolectada en este estudio puede ser un buen fertilizante.
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Tabla 15 Composicién de micronutrientes en biomasa de microalgas

Nutrientes Composicion (%)
Simbolo Reactor madre TRH 10d TRH 8d TRH6d
C 43.92 (6.89) 40.63 (13.03) 36.34 (9.92) 35.79 (4.74)
O 36.96 (4.55) 36.93 (5.39) 29.50 (9.37) 37.60 (2.74)
N 6.38 (1.53) 0.00 (0) 1.51 (2.61) 0.00 (0)
P 1.11 (1.25) 0.20 (0.23) 0.79 (0.87) 0.40 (0.39)
S 0.40 (0.49) 0.59 (0.41) 1.16 (0.5) 0.32 (0.26)
K 0.91 (0.84) 1.32 (0.54) 1.08 (0.47) 0.95 (0.37)
Ca 1.53 (2.14) 11.16 (8.54) 26.49 (19) 16.94 (11.3)
Si 0.25 (0.57) 2.77 (2.38) 1.82 (0.61) 3.48 (2.08)
Na 7.83(3.18) 1.97 (1.21) 0.93 (0.5) 0.51 (0.46)
Cl 0.03 (0.07) 1.26 (0.9) 0.00 (0) 0.00 (0)
Fe 0.00 (0) 1.42 (1.64) 0.00 (0) 1.82 (1.37)
Mg 0.48 (0.46) 1.36 (1.8) 0.38 (0.33) 0.95 (0.59)
Al 0.20 (0.46) 0.40 (0.79) 0.00 (0) 1.23(0.87)
Total 100 100 100 100

9.2.6 Formacioéon de fléculos

El tamafio del floculo mantuvo un aumento desde el promedio inicial de 0.16 cm? hasta

el dia cincuenta y cinco de operacién en todos los PBR. Al final del experimento, el tamafio

de fléculo mas grande se encontré en el TRH 6d, promediando un valor de 1.3 cm?. Por el

contrario, la TRH de 10 dias y 8 dias tenia 0.7 y 0.8 cm?, respectivamente (Gréfica 9).
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Gréafica 9 Tamario de los fléculos en cm? a lo largo del tiempo en los fotobiorreactores operaron a
10, 8 y 6 de TRH cuando se alimentaron con ARD25% - ARC75%.

La aparicion de los fl6culos mostr6 un cambio bastante perceptible a lo largo del
tiempo, no solo en tamafio sino también en coloracion, siendo amarillo verdoso el dia treinta

y cinco y azul verdoso en el dia cincuenta y cinco (Figura 11).

TRH 10d TRH8d TRH6d

Dia 36

Dia 55

Figura 11 Apariencia de los floculos a los 10, 8 y 6 del tiempo de retencion hidraulica en los dias

36 y 55 de operacion.
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Uno de los mayores desafios en el cultivo de microalgas es el proceso de recoleccion,
y se estima que alrededor del 20 al 30% de los costos totales de produccién se asignan
solo en esta etapa. Varios métodos de recoleccion de microalgas incluyen la floculacién
quimica, fisica o bioldgica (biofloculacion), en la que la sedimentacion, filtracion,
centrifugacion y floculacion son los mas utilizados (Markou et al., 2012; Ndikubwimana et
al., 2014; Salim et al., 2011). De todas esas opciones, la biofloculacion de algas, referida a
la floculacién natural inducida por la aglomeracion y peso de diversos microorganismos
como algas, bacterias, hongos y levaduras, o por biofloculantes, como las sustancias
poliméricas extracelulares (EPS) producidas por estos microorganismos, podria
considerarse como el mas prometedor por medios economicos (Li et al., 2020; Ummalyma
et al., 2017).

En el presente trabajo, la biofloculacién fue un proceso natural que se incremento a
lo largo del tiempo, sin agregar ningun floculante, lo que resultdé en un rapido asentamiento
una vez apagadas las bombas de agitaciéon. La biofloculacién es un proceso influenciado
por las caracteristicas de la mezcla, por ejemplo, las propiedades de la superficie celular,
concentracion celular, pH del medio y la fuerza iénica (Krishna, 2021). La explicacién de
estos resultados obtenidos se puede asociar al contenido de carbohidratos como se
encuentra en el estudio de Markou et al., (2012), sin embargo, la formacion de fléculos en

este estudio no fue proporcional al aumento de carbohidratos (Figura 14).

Algunos estudios relacionados habian asociado diferentes parametros que pueden
influir en este fenbmeno, como la agitacion por burbujeo (lasimone et al., 2020) o las altas
tasas de bacterias con microalgas (Jiang et al., 2021). Ademas, los tiempos de retencion
hidraulica también podrian influir en la biofloculacion; Arcila & Buitrén, (2016), estudiaron el
efecto de diferentes TRH en las propiedades de floculacién de cultivos mixtos compuestos
por diatomeas, microalgas filamentosas verdes y bacterias en el tratamiento de aguas
residuales municipales. Informaron que la TRH influye en la morfologia y las estructuras de
las células de la biomasa, asociando una TRH baja (2 o 4 dias) para promover una
estructura radial de flagelos alrededor de un aglomerado de diatomeas, aumentando el area
de influencia de la célula algal y por lo tanto su contacto con otras células. Mientras que
una TRH mas alta (6 u 8 dias) se relacion6 con una morfologia granular, 6 dias de TRH
aumentaron el tamafio del fléculo y la capacidad de sedimentacién, lo que concuerda con

nuestros resultados.
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Ademas, el contenido de micronutrientes en la biomasa también podria afectar la
floculacién, ya que los minerales se utilizan con frecuencia como agentes floculantes (Salim
et al., 2011).

En un estudio realizado por Papazi et al., (2010), evaluaron diferentes sales para determinar
su capacidad de coagular células de microalgas en cultivos de Chlorella minutissima,
encontrando que los iones AP *y Fe®* coagulan mejor en comparacion con las sales de
sulfato y cloruro. La biofloculacién natural que se produce en este estudio puede resultar
en un método de recoleccion de microalgas prometedor, que genera varios beneficios,
como los requisitos de bajo consumo de energia para el proceso sin agregar ningun

compuesto quimico adicional.
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10 CONCLUSIONES

Este estudio demostro la eficiencia del agua de enfriamiento de la industria cementera
como fuente de carbono y la eficiencia de las aguas residuales domésticas como fuente de

nitrégeno y fosforo en un cultivo mixto de microalgas.

Se determind que la mezcla 75:25 viv ARC/ARD es la dilucién optima para que un
cultivo mixto de microalgas operado en un régimen por lotes sea capaz de acumular hasta
un 52.1% de carbohidratos y pueda remover >99% de N, el 98.6% de P y reducir la DQO
hasta un 84.22%, logrando una produccién maxima de 0.135g L “ d ~* de biomasa. En este
modo de operacion se obtuvieron relaciones de C: N de 82.88 mol mol?, indicando una

limitacibn muy marcada de N lo que se evidencio6 con la clorosis en el medio.

De igual manera se determind que un cultivo mixto de microalgas con la dilucion
Optima de 75:25 v/iv ARC/ARD operado con un régimen semicontinuo con un TRH de 8 dias
logra acumular 54% de carbohidratos, asi como eliminar >99% de TAN, 87.12% de N-NOgs
, 80.25% de P-PO42 y reducir 81.85% de la DQO, con una produccién de 0.1 g L d?! de
biomasa. Al no eliminarse por completo todas las formas de N no hubo clorosis en este
modo de operacién, obteniendo una relaciéon de C: N de 31.24 mol mol*?, indicando una
limitacion de N ampliamente menor comparada con el régimen por lotes. En ambos modos
de operacion hubo disponibilidad de carbono inorganico, como consecuencia de la
alcalinidad propia del ARC. La acumulacién de carbohidratos estuvo mas influenciada por
el desequilibrio en las relaciones C:N y N:P que por el agotamiento de nutrientes. Con base
en lo anterior se demostré que la marcada limitaciéon de nutrientes, en conjunto con los
fotoperiodos y la manipulacion de los regimenes hidraulicos, generd un estrés significativo

que propicia la acumulacion de carbohidratos y el crecimiento de la biomasa.

Adicionalmente, se sugirié que el proceso de biofloculacion natural de este estudio
esta influenciado por factores como la composicién de la biomasa y el régimen hidraulico,
ademas la biofloculacion es un método de recoleccién de microalgas prometedor, debido a
que disminuye los tiempos empleados en la cosecha. La biomasa obtenida en este tipo de
proceso podria ser utli como materia prima para desarrollar productos como

biocombustibles o biofertilizantes.
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Finalmente, se demostré el potencial de las microalgas para obtener biomasa
enriguecida con carbohidratos a través de la valorizacién de residuos, como es el uso de
aguas residuales y a través del estrés generado por la limitacién de nutrientes, lo que
conlleva a lograr un proceso mas sostenible y rentable. Sin embargo, son necesarios mas
estudios para incrementar los rendimientos mediante implementacién de distintos

regimenes hidraulicos.
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12 ANEXOS

Experimento por lotes

Prueba de Fisher (DQO)

Tratamiento N Media Agrupamiento
C 4 2.09603 A
B 4 2.03332 A
A 4 1.96453 A
D 4 1.82007 A
E 4 1.66139 A

Prueba de Fisher (pH)

Tratamiento N Media Agrupamiento
E 4 0.990959 A
C 4 0.981858 A
D 4 0.981653 A
B 4 0.973863 A
A 4 0.959152 A

Prueba de Fisher (Alcalinidad)

Tratamiento N Media Agrupamiento
E 4 445.98 A
D 4 399.322 A B
C 4 324.912 A B
B 4 296.821 B
A 4 273.271 B
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Prueba de Fisher (SST)

Tratamiento N Media Agrupamiento
B 4 1.4464 A
A 4 1.29924 A B
C 4 1.16575 A B
D 4 1.04973 B
E 4 0.96659 B

Prueba de Fisher (SSV)

Tratamiento N Media Agrupamiento
B 4 1.09196 A
C 4 1.01073 A
A 4 1.01062 A
D 4 0.86324 A
E 4 0.79278 A

Prueba de Fisher (Amonio)

Tratamiento N Media Agrupamiento
A 2 73.6517 A
B 2 36.6418 A B
C 2 20.5856 B
D 2 10.7453 B
E 2 0.2468 B

Prueba de Fisher (F6sforo)

Tratamiento N Media Agrupamiento
A 4 0.57126 A
B 4 0.313853 A
C 4 0.176824 A
D 4 -0.436994
E 2 -0.780648
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Prueba de Fisher (Nitratos)

Tratamiento N Media Agrupamiento
A 4 2.89252 A
B 4 2.56244 A
C 4 2.31287 A
D 4 2.08515 A
E 4 1.44752 A
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