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Resumen

RESUMEN

EVALUACION DE LA REMOCION DE NITROGENO Y FOSFORO CONTENIDOS
EN AGUAS RESIDUALES DE ORIGEN PORCICOLA POR MEDIO DE SPIRULINA
MAXIMA Y CHLORELLA SPP.

Elaborada por: 1.Q. Ary Gayll Martinez Romero
Dirigida por: Dr. Juan Manuel Méndez Contreras
Co-dirigida por: M.1.Q. Norma Alejandra vallejo Cantu

Las microalgas se han encontrado en el centro de interés en los ultimos afios como
un sistema alterno para el tratamiento bioldégico de aguas residuales, proveen una
alternativa para la remocién de contaminantes (N y P) de las aguas residuales,
mientras que producen biomasa que puede ser empleada para la obtencion de

biomasas alimenticias y sustancias quimicas de alto valor.

La presente investigacion tiene como objetivo evaluar el efecto de Spirulina maxima y
Chlorella spp. en la remocién de nitrégeno y fésforo presentes en aguas residuales

de origen porcicola.

Se realiz6 un montaje de cinéticas de crecimiento, usando microreactores de plastico
de con un volumen util de 500 mL, los cuales se mantuvieron durante seis dias. Se
propusieron las siguientes concentraciones equidistantes, teniendo como volumen
algal el 30%: 25%, 50% y 75% v/v: agua residual/ agua destilada. Durante esta
etapa experimental se evalué el pH, SST, DQO+, N, P, concentracion celular y

biomasa.

Los resultados muestran que los efluentes porcicolas a diluciones mayores (25%)
empleando S. maxima y Chlorella spp se logran excelentes remociones de 50.16% y
56.48% respectivamente para Pt y del 100% para Nt (ambas especies). Produciendo

6302.50 mg de biomasa de Spirulina maxima/L y 1680 mg de Chlorella spp/L.



Abstract

ABSTRACT

EVALUATION OF THE REMOVAL OF NITROGEN AND PHOSPHORUS
CONTAINED IN WASTEWATER OF PORCINE ORIGIN THROUGH SPIRULINA
MAXIMA AND CHLORELLA SPP

Elaborated by: 1.Q. Ary Gayll Martinez Romero
Directed by: Dr. Juan Manuel Méndez Contreras

Co-advised by: M.I.Q. Norma Alejandra Vallejo Cantu

Microalgae have been in the center of interest in recent years as an alternative
system for the biological treatment of wastewater, providing an alternative for the
removal of pollutants (N and P) from wastewater, while producing biomass that can

be used to obtain food biomasses and high-value chemical substances.

The objective of this research is to evaluate the effect of Spirulina maxima and
Chlorella spp. in the removal of nitrogen and phosphorus present in wastewater of

porcine origin.

An assembly of growth kinetics was made, using plastic microreactors with a useful
volume of 500 mL, which were maintained for six days. The following equidistant
concentrations were proposed, having 30% as algal volume: 25%, 50% and 75% v /
v: residual water / distilled water. During this experimental stage, pH, TSS, COD, TN,

TP, cell concentration and biomass were evaluated.

The results show that the swine effluents at higher dilutions (25%) using S. maxima
and Chlorella spp achieve excellent removals of 50.16% and 56.48% respectively for
Tp, and 100% for TN (both species). Producing 6302.50 mg Spirulina maxima
biomass /L and 1680 mg Chlorella spp biomass/L.
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Introduccién

INTRODUCCION

A nivel mundial, México ocupa la novena posicion, con una participacion del 1.3 por
ciento en la producciéon mundial de carne porcicola, con 1.4 millones de toneladas
(FIRA, 2017). En México, la porcicultura es considerada como la tercer actividad
ganadera (SAGARPA, 2016), con una produccién de cerdos en el 2016 de 19.2
millones de cabezas (FIRA, 2017).

Sin embargo, esta agroindustria presenta problemas ambientales y sociales debido a
la contaminacion de las aguas y del suelo que se hallan a su alrededor (Garzén-
Zuhiga and Buelna, 2014). El incremento de la produccion animal ha conllevado a
diferentes problemas de contaminacion por el aumento de la densidad de animales y
la carencia o ineficiencia en el tratamiento de los desechos o excretas (heces y orina)
qgue se originan durante el proceso (Trejo Lizama et al., 2014). Estos desechos son
los componentes principales de una mezcla que son acarreados por el agua de
lavado, junto con otros componentes como agua, alimento desperdiciado, cama,
suelo y otras particulas, a esta mezcla de residuos solidos y liquidos se le conoce

como agua residual porcicola (De la Mora-Orozco et al., 2014)

Las aguas residuales porcicolas son una de las fuentes de contaminacién
importantes cuando se descargan en la naturaleza sin tratamiento previo, su
liberacion al medio ambiente provoca graves problemas de contaminacion (Mezzomo
et al., 2010). La alta concentracion de nutrientes favorece el crecimiento masivo de
algas, las cuales no permiten el paso de la luz solar, impidiendo con esto que se lleve
a cabo el proceso de fotosintesis, dando como resultado el agotamiento del O
disuelto, favoreciendo la proliferacion de organismos indeseables, y en el peor de los
casos provocando la eutrofizacion de los cuerpos de agua (De la Mora Orozco et al.,
2014). La eutrofizacion de cuerpos de agua se presenta como un problema prioritario

a nivel mundial que afecta la mayoria de las aguas superficiales en la actualidad.
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Las microalgas se han encontrado en el centro de interés en los ultimos afios como
un sistema alterno para el tratamiento biolégico de aguas residuales con diferentes
aplicaciones en el tratamiento de aguas residuales. Proveen una alternativa para la
remocion de contaminantes (N y P) de las aguas residuales, disminuir la
eutrofizacion en los medios acuéticos, mientras que producen biomasa que puede
ser empleada para la obtencion de biomasas alimenticias y sustancias quimicas de

alto valor (Delgadillo-Mirquez et al., 2016).

Sin embargo, este gran problema puede transformarse en una oportunidad, ya que
las aguas residuales se pueden presentar como medio de cultivo factible para la
produccion de biomasa microalgal. México como uno de los principales paises
productores de cerdo, necesita de la implementacion de sistemas de tratamiento
bioldgico de aguas residuales, y la utilizaciéon de microalgas tiene grandes beneficios
como la obtencién de aguas que garanticen valores de nutrientes permisibles de
acuerdo al proyecto de modificacion de la Norma Oficial Mexicana PROY-NOM-001-
SEMARNAT-2017, para ser liberadas a cuerpos de agua, o para emplear estos
efluentes para diversos usos (agua de riego, aguas recreativas sin contacto directo

humano, reutilizacion industrial, etc.).

Es por ello que esta investigacion tiene como objetivo evaluar el efecto de Spirulina
maxima y Chlorella spp en la remocion de nitrégeno y fosforo presentes en aguas
residuales de origen porcicola. Para dicho objetivo se deberan cumplir los siguientes

objetivos especificos:
e Caracterizar los efluentes de origen porcicola en términos de nutrientes,

e Determinar parametros cinéticos de degradacion de nitrégeno y fosforo durante

el desarrollo de Spirulina maxima y Chlorella spp, y

e Determinar la cinética de desarrollo poblacional de Spirulina maxima y Chlorella
spp. durante la degradacion de nutrientes contenidos en aguas residuales de

origen porcicola.
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CAPITULO 1 FUNDAMENTOS TEORICOS

1.1 Ganado porcino

La crianza y produccion de cerdo, a pesar de las prohibiciones religiosas, se da en
casi todo el mundo, con la finalidad de obtener alimento carnico, que posee buenas
caracteristicas nutricionales y un buen sabor. Los cerdos crecen y maduran con
rapidez, tienen un periodo de gestacion corto (114 dias), de las madres se obtienen
camadas numerosas, son omnivoros y consumen una gran variedad de alimentos

convirtiendo los cereales y leguminosas en carne (Dominguez-Araujo et al., 2014).

Por muchos afios la carne de cerdo fue considerada un alimento poco nutritivo,
‘pesado”, y en general, se asociaba con enfermedades y parasitos. Sin embargo, en
los ultimos 25-30 afios aproximadamente, la carne de porcino ha disminuido cerca
del 31% el contenido de grasa, 14% en calorias y 10% en colesterol, resultado del
avance tecnoldgico en la porcicultura mundial. Ademas, el control zoosanitario de la
carne de cerdo ha aumentado la percepcion de salubridad e inocuidad de la carne.
Asi, la carne de porcino se ha colocado como una fuente nutricional valiosa, de gran
calidad y sabor. Esto se ve reflejado en avances en la produccion y consumo mundial

y nacional de la carne (FIRA, 2012).
1.2 Produccién porcicola
1.2.1 Produccién mundial

De acuerdo a la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO) (2016) la carne roja de mayor consumo mundial es la carne de
cerdo, cuya demanda en las Ultimas décadas ha experimentado un fuerte
incremento. Los factores que han influido para generar este fendmeno han sido: los
cambios en los habitos alimenticios derivados de los procesos de urbanizacién y del

efecto “demostracion” en el consumo, el crecimiento de la poblacion y el crecimiento
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del ingreso per cépita (Pérez-Espejo, 2006). Junto con el de las aves de corral, el
porcino es el subsector pecuario de mayor crecimiento, con un nimero de animales
gue alcanzara los mil millones antes de 2015, el doble que en la década de 1970
(FAO, 2016).

“La produccion mundial de carne de cerdo crecio a una tasa promedio anual de 1.6
por ciento durante el periodo 2007-2016. De acuerdo con estimaciones del
Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA), se espera que en 2017 se
ubique en un maximo historico de 111.0 millones de toneladas, lo que representa un
incremento de 2.6 por ciento con respecto al afio previo” (FIRA, 2017). En 2016,
China aporto 47.9, la Union Europea 21.6, Estados Unidos 10.4 y Brasil 3.4 por
ciento de la produccién mundial de carne de cerdo. México se ubica en la novena
posicion, con un aporte del 1.3 por ciento en la produccién mundial de este tipo de
carne, con 1.4 millones de toneladas (FIRA, 2017). En la Figura 1.1 se presenta la
produccion mundial de carne de cerdo del 2006 al 2017, el afio 2017 con una

produccion estimada.

Produccion mundial de carne de cerdo, 2006-2017
(Millones de toneladas, equivalente en canal)
—————————————————————————————————————————— - 140
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Figura 1.1 Produccion mundial de carne de cerdo, 2006-2017 (FIRA, 2017).
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1.2.2 Produccién nacional

Durante la década actual, la produccion nacional de carne de cerdo registro una
tendencia creciente, con una tasa de crecimiento promedio anual de 2.2 por ciento,
para en el 2016 ubicarse en 1.38 millones de toneladas. En 2016, el 76.5 por ciento
de la produccion nacional se concentré6 en seis entidades: Jalisco aporté 20.7,
Sonora 17.3, Puebla 11.9, Yucatan 9.8, Veracruz 8.8 y Guanajuato 8.1 por ciento de
la produccion total nacional de carne de cerdo. Se prevé que para el 2017 la
produccion nacional de carne se ubique en 1.43 millones de toneladas, es decir, se
registre un crecimiento anual de 3.8 por ciento y su nivel mas alto desde 1984 (FIRA,
2017). En la Figura 1.2 se presenta la produccion de los principales estados de la

republica mexicana productores de carne de cerdo de 2014, 2015y 2016.

Principales estados productores de carne de cerdo, 2014-2016
(Miles de toneladas, carne en canal)
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Figura 1.2 Principales estados productores de carne de cerdo, 2014-2016 (FIRA, 2017).
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De acuerdo con el USDA, el sector porcino mexicano se estd consolidando mediante
la integracion vertical en las granjas comerciales. La produccién de cerdos continta
creciendo gracias al mejoramiento de la bioseguridad y la genética. Se prevé que la
produccion de cerdos para 2017 sea de 19.8 millones de cabezas, mayor con
respecto a 19.2 millones de cabezas en 2016, lo que refleja el continuo crecimiento
en el sector (FIRA, 2017).

1.3 Impacto ambiental de la produccion porcicola
1.3.1 Problematica ambiental

En México, la porcicultura es considerada como la tercer actividad ganadera
(SAGARPA, 2016), sin embargo, esta importante agroindustria en México presenta
problemas ambientales y sociales debido a la contaminacion de las aguas y del suelo
(Garzon-Zuiiga y Buelna, 2014) provocado por el incremento de la produccion
animal que ha conllevado a estos problemas por el aumento de la densidad de
animales y la ineficiencia en el tratamiento de los desechos que se originan en el

proceso (Trejo-Lizama et al., 2014).
1.3.2 Granjas porcicolas

La produccién porcicola se efectia en granjas tecnificadas, semitecnificadas, y no
tecnificadas o también llamada de traspatio. Esta clasificacion refleja diferentes
maneras de manejo de los procesos productivos (automatizacion) y del uso del agua

(nivel de dilucion) (Escalante-Estrada et al., 2012).

De acuerdo a Lastra et al. (2000); Navarrete et al. (2009); FIRA (2012) y Galindo et
al. (2013) citados por Dominguez-Araujo et al. (2014), las caracteristicas de cada tipo

de granja son:

e Granjas tecnificadas: Los cerdos son criados en granjas comunmente grandes
que pueden llegar a albergar a mas de 100,000 cerdos de distintas edades,

estan situadas en instalaciones automatizadas, ademas de que emplean lo
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altimo en tecnologia para su produccion. Generalmente los animales producidos
en este tipo de instalacion van a los mercados de las grandes ciudades. Los
procesos de limpieza y recoleccion de residuos se rigen por el equipamiento que

poseen estos sistemas.

e Granjas tradicionales o semitecnificadas: Los cerdos son criados en
instalaciones de diferente tamafio, donde albergan desde 100 animales en
adelante y su propdésito es la venta del ganado para abasto. A diferencia de las
granjas tecnificadas, estas instalaciones son tradicionales y no emplean lo ultimo
que hay en tecnologia para la produccién. Este tipo de produccion se adapta
para la implementacion de buenas practicas de manejo, dentro de la linea de
produccion, asi como el manejo de residuos, debido a que las instalaciones se

prestan para la limpieza y recoleccion de residuos.

e Traspatio, sistema rural o de autoabastecimiento: Los porcinos son criados
en corrales rusticos construidos sin tecnologia alguna con materiales de la
region. Este tipo de produccién se da sobre todo en las zonas rurales de nuestro
pais y son instalaciones de pocos animales, en la mayoria de los casos no pasan
de 10. En la mayoria de este tipo de sistema no existe ningin manejo de los

residuos generados, mas aun potencializan el grado de contaminacion.
1.3.3 Excretas porcicolas

Conocer la poblaciébn animal de la granja, es de vital importancia, es relevante
calcular el numero exacto de materia fecal que genera cada animal, calcular el total
de excretas de todas las etapas de produccion ayudara a planificar las metas y
objetivos dentro de la misma explotacion. De acuerdo a varios estudios realizados
afios atras por Gadd (1973); Pérez (1992) y Penz (2000) citados por Dominguez-
Araujo et al. (2014) para estimar la cantidad de materia fecal incluyendo las heces,

orina 'y agua, como se muestra en la Tabla 1.1.
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Tabla 1.1 Produccion diaria de excretas segun el tipo de cerdo (Mariscal (2004) citado por
Dominguez-Araujo et al. (2014))

Estiércol Estiércol + orina Volumen Volumen
kg/dia kg/dia L agua/dia m3/animal/mes

25-100 kg 2.3 4.9 7.0 0.25
Hembra 3.6 11.0 16.0 0.48
H. lactacion 6.4 18.0 27.0 0.81
Semental 3.0 6.0 9.0 0.28
Lechon 0.25 0.95 1.4 0.05
Promedio 2.35 5.8 8.6 0.27

De acuerdo a Taiganides et al. (1996) citado por Dominguez-Araujo et al. (2014) los
principales componentes de los residuos de una granja son las excretas (heces y
orina), agua con excreta, alimento desperdiciado, suelo y otros elementos presentes

en los corrales por lo que, conforme a su forma fisica se clasifica en:

e Soélidos: que son de forma pastosa, color café oscuro y en promedio con un 60%
de humedad (excreta fresca y sin mucha presencia de orina). Estos residuos son
los que se mantienen por mas tiempo dentro de las instalaciones de las granjas y
por la materia solidad que contienen son los que tardan mas en degradarse y se

clasifican en:

= Organicos: representan el 90%, compuesto de microorganismos
patbgenos y no patégenos, También contienen enzimas y aminoacidos,
que junto con los microorganismos son considerados como materia volatil,

gue es la que perjudica los recursos naturales.

*» Inorganicos: representan el 10% de ciertos metales (arsénico, cobre,
boro, etc.) y materia inerte (cenizas), que sin tratamiento de estos residuos

se acumulan, dafiando a cuerpos de agua, suelo y aire.

e Semisoélidos: es la relacién de 50% sélido (excreta fresca del recto) y 50% orina,

siendo una buena fuente de nutrientes y de metabolitos, pero por su forma es
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dificil de manejar, existen métodos de tratamiento, y conforme al sistema de

limpieza de la granja, se puede obtener de diferentes etapas productivas

e Liquidos: donde el agua se representa en mayor porcentaje, y que se mezcla
con las excretas de acuerdo al tipo de sistema de lavado que se implementa en

la granja porcina.
1.3.3.1 Excreta solida

De acuerdo a Castellanos et al. (2010) citado por Dominguez-Araujo et al. (2014) las
excretas solidas son las mas abundantes, el sistema de extraccion afecta en la
consistencia de estas, y es que la forma recomendable para conservar este tipo de
excretas y la mayor cantidad de nutrientes, es por medio del barrido o paleado
manual y acarreo mecanico. Sin importar cuél sea el tipo de granja, los cerdos no
consumiran el 100 % de los nutrimentos ingeridos, en proporcion se excreta del 45 al
60% de Nitrégeno, de 50 a 80 % del calcio y fésforo, y de 70 a 95 % del potasio,
sodio, magnesio, cobre, zinc, manganeso y hierro, que sin ningun tratamiento se
convierten en un problema ambiental y sanitario. Pero ademéas se considera al
residuo como una fuente potencial de nutrientes para llevar acabo estrategias de
reutilizacion y aminorar el impacto de estos nutrimentos sobre la contaminacion de
los cuerpos receptores. Los dos elementos principales a considerar en las excretas

solidas frescas, son el Nitrogeno (N) y Fésforo (P).

El nitrégeno (N) es un elemento fundamental en la produccion animal, influyendo en
el crecimiento y desarrollo del mismo, ademas este nutrimento es esencial para la
mayoria de las plantas y cultivos forrajeros, la gran parte de este nutriente es
excretado en el estiércol, siendo esto importante para la agricultura, volviéndose un
problema cuando grandes cantidades de N se acumulan en el suelo y contribuyen al

deterioro ambiental (Ruvalcaba, 2012 citado en Dominguez-Araujo et al. 2014).

El fosforo (P) en el porcino se encuentra en el sistema 0seo, siendo parte

fundamental en moléculas, acidos nucleicos, fosfoproteinas, coenzimas y ligadura de

10
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gran contenido energético (Shimada, 2009 citado por Dominguez-Araujo et al. 2014),
los porcinos solo pueden aprovechar de forma natural un tercio del fosforo presente
en las plantas; el resto lo excretan en las heces, esto aporta de forma significativa al
aumento de la carga contaminante de las deyecciones porcinas (Kim y Lei 2005

citado por Dominguez-Araujo et al. 2014).

1.3.3.2 Excreta liquida

Para definir el volumen total de agua que una granja de cerdos requiere, se
considera la que los cerdos necesitan para satisfacer sus necesidades diariamente, a
esto, se suma la gran cantidad de agua que se desperdicia en los corrales, por lo que
se tiene que considerar cuanta agua se necesita para el lavado y desinfectado de los
corrales, calculando el total de agua gque necesita una granja de ciclo completo, la
mezcla de esta agua y la minima parte de excreta sélida, da como resultado la forma
liguida de las excretas (Taiganides et al., 1996 citado por Dominguez-Araujo et al.
2014)

1.3.4 Agua residual porcicola

Las grandes cantidades de residuos generados en una granja, son una mezcla de
residuos sélidos y liquidos que son transportados por las descargas de agua utilizada
para limpiar los establos, sus principales componentes son las excretas de cerdo
compuestas por heces y orina, junto con otros componentes como agua, residuos de
alimentacion, materiales usados como cama, suelo y otras particulas, a esta mezcla
de residuos sélidos y liquidos se le conoce como agua residual porcicola (de la Mora-
Orozco et al. 2014) .Cerca del 82% del agua que entra a las granjas, sale como agua
residual, las aguas residuales presenta una alta variacién en la concentracion de
contaminantes dependiendo del proceso productivo (maternidad, destete, engorda,
mezcla, ciclo completo), dimension de la granja, y uso del agua (Garzén-Zufiga y
Buelna, 2014).
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Los efluentes de la industria porcicola contienen una alta concentracion de solidos,
materia orgénica, nitrégeno y fésforo, la cual a falta de tratamiento y bajo ciertas
condiciones de tratamiento producen gases de efecto invernadero (GEI) como son:
metano (CHy,), bidxido de carbono (CO,), oxido nitroso (N,O) (Escalante-Estrada et
al., 2012).

La depuracion del agua residual proveniente de la crianza porcina es una necesidad
indispensable para conseguir un medio ambiente apto, por esta razon la cantidad de
residual producido es considerable para dimensionar los tratamientos. (Chao-

Espinosa et al., 2012).
1.3.5 Impacto ambiental de las aguas residuales porcicolas

La produccion de cerdos tiene impactos negativos al agua, suelo y aire, ocasionado
por la contaminacion que provoca las aguas residuales sin ninguan tratamiento previo
(Pérez-Gutiérrez et al., 2015):

e Contaminacion del agua: Los contaminantes procedentes de los residuos
porcicolas principalmente los compuestos de nitrégeno y fosforo, materia
organica, y sélidos suspendidos entre otros, pueden desplazarse por medio de
escurrimientos y llegar hasta los cuerpos de agua superficiales como arroyos,
rios y lagos o por infiltracion a mantos freaticos. La alta concentracién de
nutrientes favorece el crecimiento masivo de algas, las cuales no permiten el
paso de la luz solar, impidiendo con esto que se lleve a cabo el proceso de
fotosintesis, dando como resultado el agotamiento del O, disuelto, favoreciendo
la proliferacion de organismos indeseables, y en el peor de los casos provocando

la eutrofizacion de los cuerpos de agua (De la Mora-Orozco et al., 2014).

e Contaminacion del aire: se puede identificar un deterioro de la calidad del aire
mediante la generacién de gases toxicos, principalmente diéxido de carbono
(CO,), amoniaco (NH3), acido sulfhidrico (H,S) y metano (CH,), , ademas de la

generacion de malos olores (Pérez-Espejo, 2006).
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e Contaminacion del suelo: un elevado volumen de excremento directamente
en el suelo afecta negativamente, ya que produce cambio en el pH, causa la
acumulacion de nutrientes en areas reducidas, lo cual provoca igualmente la
infiltracion de contaminantes como es el caso de los nitratos dafiando
directamente al subsuelo. Ademas en la capa superficial se puede provocar la
acumulacion de algunos elementos como sales de hierro y cobre que dafan
su fertilidad (De la Mora-Orozco et al., 2014). Contaminacioén microbioldgica

en la aplicacion de excretas a terrenos agricolas (Pérez-Espejo, 2006).

1.4 Cultivo de microalgas y cianobacterias para el tratamiento de aguas

residuales

El agua residual porcicola se puede emplear como medio para el crecimiento de
microalgas y cianobacterias mediante aireacion o digestion anaerobia. Ademas, los
nutrientes hallados en las aguas residuales pueden convertirse en biomasa,
eliminando los compuestos que causan contaminacion, permitiendo la reutilizacion

del agua después del tratamiento (Mezzomo et al., 2010).
1.5 Algas

Las algas son un conjunto heterogéneo de organismos eucariotes, fotosintéticos, con
gran diversidad de formas, tamafio (desde microscépicas unicelulares hasta
agregados pluricelulares de varios metros), estructura celular, metabolismo,
composicién quimica, ciclos de vida y habitats. Presentan cloroplastos con clorofila,
donde se capta la energia luminosa como fuente de energia.

Son aerobias y necesitan para su desarrollo la luz, humedad, y macroelementos. Aun
cuando su habitat principal es el acuatico, también se pueden encontrar en el suelo,
sobre la nieve, sobre las rocas de manantiales termales, y sobre los arboles (Olivas y
Alarcon, 2004 citado por Caballero, 2013).
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Las algas pueden ser definidas como organismos que efectian la fotosintesis
oxigénica y que poseen cloroplastos. No deben confundirse con las cianobacterias,
gue igualmente producen oxigeno en la fotosintesis a pesar de que son Bacteria,

puesto que evolutivamente son muy diferentes a las algas.

Algunas de ellas son o bien microorganismos unicelulares o coloniales; las ultimas
forman agregadas extremo con extremo se dice que son filamentosas. Contienen
organulos abundantes en clorofila (cloroplastos) y pueden vivir en medios a cargo de
solo de unos cuantos minerales, CO; y luz. Contienen clorofila, por lo que, la mayoria
son de color verde. Aunque algunas presentan color marron o rojo debido a la

presencia de xantofilas que enmascaran el color verde.

Las algas proliferan en habitat acuaticos tanto dulces como salados. También estan
presentes en habitat artificiales como peceras o piscinas. Igual son comunes en el
suelo; algunas algas sobreviven en medios secos asi como en habitat acidicos. Por
debajo de pHs 4-5, las cianobacterias no pueden desarrollarse; asi que ciertas algas

son los Unicos microorganismos fotosintéticos oxigénicos (Madigan et al., 2004)

En la Tabla 1.2 se presenta de manera resumida las caracteristicas principales de las

algas.

Tabla 1.2 Caracteristicas principales de las algas (Tortora et al., 2007)

Microorganismo Alga
Reino Protista

Tipo de nutricion Fotoautotrofa

Multicelularidad Algunas

Unicelulares, coloniales,

Disposicion celular ) .
P filamentosos, tejidos

Método para la adquisicion de alimentos Difusion
Caracteristicas relevantes Pigmentos
Formacion de embrion No
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Las algas se consideran plantas taléfitas, es decir, no poseen raiz, tallo y hojas; no
desarrollan embrién y son organismos autétrofos, es decir, tienen la capacidad de
sintetizar su propio alimento. Ademas de proveer cerca de la mitad de produccion
primaria total del mundo, de la cual dependen gran parte de los productores
secundarios acuaticos, intervienen en los distintos ciclos biogeoquimicos globales,
con la produccién de oxigeno atmosférico y la regulacion del clima (Pefia et al., 2012
citado en Caballero, 2013).

1.5.1 Estructura vegetativa

El cuerpo de un alga multicelular recibe el nombre de tallo. Los tallos de las algas
multicelulares mas grandes, mejor conocidas como algas marinas, consiste de discos
de fijacién ramificados (que aseguran el alga a la roca), una estructura de apoyo y a
menudo estipes huecos y hojas. Las células que recubren el tallo pueden realizar la
fotosintesis. Al tallo le falta el tejido conductivo (xilema y floema) caracteristico de las
plantas vasculares; las algas absorben nutrientes del agua en toda su superficie. El
estipe no esta lignificado ni es lefioso de modo que no ofrece el soporte del tallo de
una planta; por el contrario, el agua circundante sostiene el tallo del alga; algunas
algas se conservan a flote mediante una vesicula llena de gas denominada

neumoquiste (Tortora et al., 2007).
1.5.2 Ciclo vital

Todas las algas pueden reproducirse de forma sexual. Las algas multicelulares con
tallos y formas filamentosas pueden fragmentarse; cada fragmento es capaz de
formar un tallo o filamento nuevo. Cuando un alga unicelular se divide, su nucleo se
divide (mitosis) y los dos nudcleos resultantes se dirigen a los extremos opuestos de la
célula. Después la célula se divide en dos células completas (citocinesis). En las
algas igual se presenta la reproduccion sexual, como se puede observar en la Figura
1.3.
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Mitosis
Meiosus
Formacion
del cigoto Crecimiento
o % Mancha ocular
Nucieo
f /'-—" \ o estigma
g Reproduccion sexual ' Reproduccion asexual
y; ledén
Fertilizacién Pared — < 2’ almacenado
celular
Formacién del gameto Crecimionto

Figura 1.3 Ciclo vital de un alga unicelular (Chlamydomonas) (Tortora et al., 2007).

En ciertas especies puede ocurrir reproduccion asexual durante varias generaciones
y luego, en distintas condiciones, la misma especie se reproduce de manera asexual.
Otras especies alternan generaciones de forma que la descendencia resultante de la
reproduccion sexual se reproduce de forma asexual y la generacién siguiente lo hace

de forma sexual (Tortora et al., 2007).
1.5.3 Crecimiento

Independientemente del tipo de especie y volumen al que es cultivada se reconoce

un patron estandar de crecimiento indicado por las siguientes fases (Figura 1.4):

1. Fase de adaptacion: En el cual no ocurre incremento en el numero de células,

pudiendo inclusive llegar a disminuir en numero en relacion con el inoculo inicial.

2. Fase exponencial: una vez que se adaptan al medio de cultivo, las microalgas

empiezan a multiplicarse; debido a que la divisién da lugar a nuevas células que son
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capaces de dividirse, el aumento en nimero de microalgas se acelera continuamente

de manera exponencial.

3. Fase de declinacion relativa de crecimiento: en esta fase, conforme el cultivo
va creciendo se da una disminucion de nutrientes, cambios de pH y alteracién de
otros factores como resultado del incremento de la poblacion; por tanto las

microalgas disminuyen su tasa de division celular.

4. Fase estacionaria: ya no se aprecia una division celular neta, esto es que el
namero de células alcanzado se conserva de forma constante por un periodo de
tiempo debido al balance entre la natalidad y la mortalidad que presenta la poblacion

en cultivo.

5. Fase de muerte: las células pueden permanecer en la fase anterior semanas e
incluso hasta meses, aun cuando lo mas normal es que empiecen a morir, es

entonces cuando se presenta esta fase.

4 3 4

Densidad
cefjular 2

Tempo

Figura 1.4 Curva representativa de crecimiento de un cultivo (microalgas) (Romo, 2002).

Para el estudio de la productividad de las microalgas los modelos cinéticos son una

herramienta esencial, ya que no solo proporcionan una base para el disefio del
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reactor, sino también para el mejoramiento de procesos a través de facilitar la
exploracion de distintas condiciones ambientales y de funcionamiento (Garcia-
Gozalbes et al., 2015).

1.5.4 Nutricién

Algas es un nombre comun que abarca varios filos. Casi todas las algas son
fotosintéticas; no obstante los oomicetos, o algas similares a hongos, son
guimioheterotrofos. Las algas fotosintéticas se localizan a lo largo de la zona fética
(luminosa) de las amplias masas de agua. La clorofila a (un pigmento que capta la
luz) y los pigmentos accesorios que participan en la fotosintesis son lo que
determinan los colores propios de diversas algas (Tortora et al., 2007).

1.5.5 Clasificacion de las algas

En la clasificacién, se estima un numero de entre cuatro y nueve clasificaciones,
segun el autor. Esta variacion es aclarada en parte por la postura asignada a las
algas azul-verdosas, consideradas actualmente como un tipo de bacterias por sus
caracteristicas y tipo de célula procaridtica (un tipo de célula con menor grado
evolutivo); agregado a este grupo se identifican tres grupos de algas eucariéticas (un
tipo de célula con mayor grado evolutivo): las algas verdes (Chlorophyta), algas rojas
(Rhodophyta) y las algas pardas (Phaeophyta) (Pefia et al., 2005 citado por
Caballero, 2013).

1.5.5.1 Algas verdes

Poseen paredes celulares de celulosa, contienen clorofila a y b, y almacenan almidén
al igual que las plantas. Se piensa que dieron origen a las plantas terrestres. La
mayoria son microscopicas, sin embargo pueden ser unicelulares o multicelulares.
Ciertas clases filamentosas producen el verdin de los estanques (Tortora et al.,
2007).
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Se encuentran presentes en todos los ambientes acuaticos como los rios, lagos y
mares. En esta divisibn existen dos grupos importantes llamados generalmente
diatomeas y dinoflagelados. Los dos subgrupos se distribuyen ampliamente en aguas
saladas y dulces, juegan un papel principal como constituyente de la vegetacion

acuatica (Pefia et al., 2005 citado por Caballero, 2013).

1.5.5.2 Algas rojas

Poseen tallos ramificados delicados y pueden vivir a grandes profundidades que las
otras algas. Los tallos de algunas forman recubrimientos semejantes a costras que
cubren las rocas, conchas y caparazones. Los pigmentos rojos facilitan que las algas
rojas absorban la luz azul que ingresa en las partes mas profundas del océano. El
agar empleado en los medios microbiolégicos se obtiene de muchas de estas algas.
Otro material gelatinoso, el carragenano, resulta de una especie de alga roja
denominada musgo de Irlanda. El carragenano y el agar pueden ser ingredientes
espesantes agregados a la leche condensada, los helados y los productos

farmacéuticos (Tortora et al., 2007).

Son llamadas florideas por su almidén de reserva. Su principal particularidad es que
no poseen ningun tipo de flagelo y por la existencia de un pigmento fotosintético
caracteristico llamado ficobilina (ficoeritrina y ficocianina) que otorga el color propio a
las algas rojas. Sus células contienen igualmente otros pigmentos como los
carotenos y las xantofilas que se presentan también en la zanahoria (Caballero,
2013).

1.5.5.3 Algas pardas

Son macroscopicas; algunos logran longitudes de 50 m. en mayor parte se
encuentran presentes en las aguas costeras y presentan una velocidad de
crecimiento excepcional. Tan solo algunas crecen a un ritmo que supera los 20 cm
por dia y por eso pueden cosecharse de modo regular. La algina (alginato), un

espesante utilizado en muchos alimentos (por ejemplo, helados y productos de
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reposteria), se obtiene de sus paredes celulares. La algina igual se emplea en la
produccién de una gran variedad de articulos no alimentarios, como por ejemplo

neumaticos y lociones para manos (Tortora et al., 2007).

Su nombre se debe a la coloracién predominante: definida en gran parte por los tipos
de pigmentos: clorofila a, c, beta-caroteno, violaxatina y fucoxantina. Se compone de
un grupo importante con alrededor de 1500 especies, no presentan formas
unicelulares ni etapas vegetativas (no reproductivas) méviles. La reserva alimenticia
principal es la laminarina, un polimero de la glucosa que es el principal aztcar de las
plantas. Asimismo cuenta como reserva en su pared celular con el &cido alginico que
posee un elevado valor comercial y es empelado como emulsificante y estabilizante
en la industria alimenticia y farmacéutica (Pefa et al., 2005 citado en Caballero,
2013).

1.5.5.4 Algas azul- verdosas 0 cianobacterias

Las cianobacterias, nombrada asi por su pigmentacion azul verdosa (cian)
caracteristica alguna vez recibieron el nombre de algas azul verdosas. Pese a que se
asemejan a las algas eucariontes y por lo regular habitan los mismos nichos
ambientales, se trata de una denominacién errébnea porque son bacterias, no algas.
Realizan la fotosintesis con produccion de oxigeno (oxigénica), como lo hacen las
plantas y las algas eucariontes. Pueden fijar el nitrégeno de la atmosfera, en la
mayoria de los casos esta funcion se ubica en células especializadas denominadas
heteroquistes, que contienen enzimas que fijan el gas nitrégeno (N;) en el amonio
(NH4-) que puede ser empleados por la célula que esta creciendo. Las especies que
se desarrollan en el agua suelen tener vacuolas de gas que les facilitan flotabilidad,
desplazamiento y ayudan a que la célula flote en un ambiente favorable. Presentan
variaciones morfoldgicas entre las que figuran formas unicelulares que se dividen por
simple fision binaria, formas coloniales que se dividen por fisibn multiple y formas
filamentosas que se reproducen por fragmentacion de los filamentos (Tortora et al.,
2007).
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1.5.6 Fotosintesis

Existen dos tipos de fotosintesis, una anoxigénica, que es llevada a cabo por
bacterias que utilizan la energia de la luz para extraer los protones y electrones de
una gran variedad de moléculas donadoras, como el sulfuro de hidréogeno (H.S)
obtenido de aguas termales ricas en sulfuro, para reducir el CO, para formar
moléculas orgénicas. La segunda es la fotosintesis oxigénica que es producida tanto
por microrganismos procariotas (cianobacterias) y eucariotas (algas) (Sanchez-
Garcia, 2013).

La fotosintesis es un proceso que utilizan las plantas y numerosos microorganismos
en el que sintetizan compuestos organicos complejos a partir de sustancias
inorganicas simples. En esencia la fotosintesis es la conversion de energia luminica
en energia quimica. Ulteriormente la energia quimica se utiliza para convertir el CO
procedente de la atmosfera en compuestos carbdnicos mas reducidos, sobre todo
azucares. El término fotosintesis simplifica el proceso: foto que significa luz y sintesis
se refiere a la produccion de compuestos organicos. La sintesis de azucares a través
de la utilizacion de atomos de carbono provenientes del CO; igual se conoce con el
nombre de fijacion del carbono. La conservacion de la vida tal como la conocemos en
la tierra depende del reciclado del carbono a través de este proceso. Las
cianobacterias, las algas y las plantas verdes participan a este reciclado vital con la

fotosintesis.

Las plantas, las algas y las cianobacterias usan agua como fuente de hidrégeno y

liberan O,.
La fotosintesis se puede resumir en la siguiente Ecuacion (1.1):
6 CO, + 12 H,0 + energia luminica —» C;¢H,,04 + 6 H,0 + 6 0, (1.1)

Durante la fotosintesis se extraen electrones de los atomos de hidrégeno (moléculas

con escasa cantidad de energia) y se incorporan al azucar (molécula de alta
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energia). De esta forma la energia luminica es indirectamente responsable del

refuerzo energético (Tortora et al., 2007).

Los organismos que llevan a cabo la fotosintesis se llaman fototrofos. La mayor
parte de los organismos fototroficos son igual autotrofos, en otras palabras son
capaces de desarrollarse con CO, como Unica fuente de carbono. La energia de la
luz se usa en tal caso para la reduccion del CO, a compuestos organicos. Hay igual
algunos fototrofos que utilizan la luz como fuente de energia, pero que utilizan
carbono organico como fuente de carbono; representan un estilo de vida denominado
fotoheterétrofo. La capacidad de llevar acabo la fotosintesis, depende de la presencia
de pigmentos fotosensibles, las clorofilas, que se encuentran en las plantas, algas y

algunas bacterias (Madigan et al., 2004).

La fotosintesis tiene lugar en dos estadios. El primer estadio, que recibe el nombre
de reacciones dependientes de la luz (o luminicas), la energia luminica se emplea
para convertir el ADP y el (P) en ATP. Asimismo en las formas predominantes de
reacciones dependientes de la luz el transportador de electrones NADP™ es reducido
a NADPH. Al igual que NADH, la coenzima NADP" reducida (NADPH) es un
transportador de electrones con alto contenido de energia. En el segundo estadio,
designado con el nombre de reacciones independientes de la luz (u oscura), estos
electrones se emplean junto con la energia derivada del ATP para reducir CO; a

azucar (Tortora et al., 2007).
1.5.7 Pigmentos naturales

Martinez-Silva (2010) citado por Gonzalez-Falfan (2013) menciona que los
pigmentos fotosintéticos microalgales pueden ser clasificados en tres grupos: la
clorofila, los carotenoides y las ficobilinas, siendo que, cada uno difiere en su
composicién quimica y presenta diferente capacidad de absorcién de la luz en una

determinada longitud de onda.
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Las clorofilas (pigmentos verdes) y carotenoides (pigmentos de color amarillo o
naranja) son lipofilicos y se asocian en los complejos de clorofila-proteina, mientras
que ficobilinas son hidroéfilicas (Sanchez-Garcia, 2013). Limnologia (2007) citado por
Gonzalez-Falfan (2013) menciona que la concentracion de pigmentos fotosintéticos
varia ampliamente y depende del metabolismo algal y de factores fisicoquimicos
como la luz, la temperatura y la disponibilidad de nutrientes.

1.5.7.1 Clorofila

La clorofila a es el pigmento involucrado directamente en la transformacién de la
energia luminica en energia quimica. Absorbe en la regién del rojo (650-700 nm) y
azul (400-500 nm). Las células fotosintéticas casi siempre contienen un segundo tipo
de clorofila, la clorofila b, con un espectro de absorcion ligeramente diferente.
También existe una clorofila c, la cual se puede hallar en algas pardas. El contenido
de clorofila del alga fitoplancténica es entre el 1 y 2% en peso seco (Ruiz-Martinez,
2011).

Plant and Soil Sciences eLibraryPRO (2015) citado por Gonzalez-Falfan (2013)
menciona que las clorofilas, no absorben fotones en la regién verde del espectro
(entre los 500 y 600 nm), siendo este el color que se refleja o se transmite. La
estructura de la clorofila incluye una larga cadena hidrofébica que se encuentra unida
al anillo tetrapirrélico por un enlace tipo éster. Un tetrapirrol se compone de cuatro
unidades de pirroles (un anillo heterociclico y aromético de cinco miembros con la
férmula C4HsN) enlazadas por medio de un atomo metalico. Esta cadena es un grupo
fitol que hace a la molécula de clorofila insoluble en agua, para mantener a las
moléculas de clorofila localizadas dentro de las membranas fotosintéticas del

cloroplasto.

1.5.7.2 Carotenoides

Caniizares-Villanueva y Perales (2012) citado por Gonzéalez-Falfan (2013) mencionan

que los carotenoides, son el grupo mas representativo de los tetraterpenos, son
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moléculas con capacidad de absorber energia luminosa en la region del azul (400-
500 nm), debido a la presencia de multiples enlaces dobles conjugados. Estos
compuestos estan constituidos por carbono e hidrégeno y presentan colores en el
rango del amarillo al rojo. Se encuentran principalmente en las bacterias purpureas, y

se dividen en carotenos y xantofilas (Ruiz-Martinez, 2011).

Primo-Yufera (2007) citado por Gonzalez-Falfan (2013) menciona que los
carotenoides son colorantes poliénicos rojos y amarillos cuya molécula posee un
grupo cromoéforo de dobles enlaces conjugados en una cadena alifatica ramificada
(grupos metilos), formada por ocho restos de isopreno, por lo que son tetraterpenos.
Algunos son lineales pero la mayor parte tienen uno o dos ciclos. Los carotenoides
resultan de sustituir, en los carotenos algunos de los hidrogenos por grupos oxhidrilo,

carbonilo, epéxido o carboxilo.
1.5.8 Depuracién

La fitorremediacion se caracteriza por ser una practica de limpieza pasiva y
estéticamente agradable que aprovechan la capacidad de las plantas y la energia
solar para el tratamiento de una gran variedad de contaminantes del medio ambiente.
En este método las plantas intervienen como trampas o filtros biolégicos que
corrompen los contaminantes y estabilizan las sustancias metalicas halladas en el
suelo y agua, al fijarlos en sus raices y tallos, o metabolizandolos tal como lo hacen
los microorganismos para finalmente convertirlos en composiciones menos
peligrosos y mas estables, como dioxido de carbono, agua y sales minerales (Arias-
Martinez et al., 2010).

Las algas pueden asimilar considerables cantidades de nutrientes disueltos
(organicos e inorganicos), generalmente con preferencia para el amoniaco (Da Cruz-
Coelho et al., 2014). La fitoremediacién lleva asociada una produccién de biomasa,
ya sea ésta plantas superiores (filtros verdes, etc.), macroalgas o microalgas (Ruiz-
Martinez, 2011).
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1.6 Microalgas

Bajo el término de microalgas, se incluye a todos los microorganismos multicelulares
simples y unicelulares, incluidas las microalgas procariotas, es decir, las
cianobacterias (Cloroxibacterias), y las microalgas eucariotas, por ejemplo algas
verdes (Chlorophyta), algas rojas (Rhodophyta) y diatomeas (Bacillariophyta)
capaces de realizar la fotosintesis (Brennan and Owende, 2010).

Las microalgas aprovechan la fotosintesis para transformar el agua y el didxido de
carbono en azucares por medio de energia luminosa. Estos azUcares se emplean

después para apoyar el crecimiento de la biomasa (Blanken et al., 2016).

Las microalgas son organismos primitivos de plantas sin raices, tallos u hojas, que se
pueden encontrar en todos los ecosistemas terrestres, generalmente en agua (agua
dulce, salobre y marina), asi como en otros medios como la superficie himeda de
rocas, aguas termales, aire, nieve o incluso en el suelo del desierto (Oliveira et al.,
2017).

La composicién de las microalgas (contenido en lipidos, carbohidratos y proteinas)
es variable, y puede ser manipulada mediante varios parametros durante el proceso
de su cultivo. Depende obviamente también de la especie considerada. De acuerdo a
Markou (2011) citado por Ruiz-Martinez (2011) el tamafio de las algas eucariotas
varia entre 0.5-30 um.

Las microalgas producen algunos bioproductos utiles que incluyen carotenoides
(especialmente [(-caroteno), astaxantina, acido docosahexaenoico (DHA), acido
eicosapentaenoico (EPA), pigmentos bioactivos y funcionales, colorantes naturales,
polisacéaridos, antioxidantes y extractos de algas. El cultivo comercial de microalgas
comenzo6 hace cinco décadas. Su aplicacion comercial se introdujo por primera vez
en Japon en la década de 1960. Chlorella fue el primer organismo objetivo (Mobin y
Alam, 2017).
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1.6.1 Remediacién de contaminantes

Las microalgas son una interesante opcién para mitigar el CO,, ya que son los
mayores biofijjadores de CO, del planeta. EI CO, que necesitan para su crecimiento
lo pueden obtener del aire, de carbonatos solubles y de emisiones industriales, y
producir lipidos (Santos et al., 2014), por lo cual se consideran con potencial para la
elaboracion de biocombustibles de tercera generacion (Arias et al., 2013).

La utilizacion de microalgas para la depuracion de aguas residuales comenzo a
finales de los afios 50; en los 70 se desarrollaron en EEUU estanques de cultivo de
microalgas para el tratamiento de aguas residuales aunque la extensién de este
sistema se fren6 por el auge de otros sistemas. Las algas se emplean en numerosas

partes del mundo para el tratamiento de aguas residuales, pero a pequefia escala.

Proveen un medio para la remocion de contaminantes (nitrégeno, fésforo y carbono)
de las aguas residuales, mientras que producen biomasa que podria ser empleada
para la obtencion de sustancias quimicas de alto valor (metabolitos de algas) y/o
biogas a través de la digestiébn anaerdbica. Asimismo las microalgas pueden reducir
los efectos nocivos de los efluentes de las aguas residuales y disminuir la

eutrofizacion en los medios acuaticos (Delgadillo-Mirquez et al., 2016).
1.6.2 Otras aplicaciones

La biomasa de algas, ademas de contener proteinas, lipidos esenciales, pigmentos,
carbohidratos, minerales y vitaminas, posee excelentes cualidades para la obtencion
de productos naturales (Santos et al., 2014). Las microalgas tienen una amplia gama
de aplicaciones industriales. Su aplicacion para la produccioén de biocombustibles y la
purificacion de aguas residuales han sido ampliamente reportadas. Las microalgas
también se pueden usar para otras aplicaciones industriales como alimentos y
productos farmacéuticos de alto valor, nutracéuticos (ingredientes nutricionales),
alimentos saludables para humanos, alimentos para animales, aditivos alimentarios y

forrajeros, polisacaridos, productos cosmeéticos, biorremediacion, antioxidantes,
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colorantes, biofertilizantes, alimentos para la acuicultura o produccién de bioplasticos
(Mobin y Alam, 2017). En la Tabla 1.3 se presenta algunas especies con sus

respectivas aplicaciones y productos.

Tabla 1.3 Estado de la produccién de microalgas en 2010 (Brennan, 2010)

. Pr ion anual . Apli ion .
Microalga oduccion anua Pais productor plicaciony Precio (€)
(ton peso seco) producto
Tz -1
china,inda, | \GEERIEE R
Spirulina 3000 EEUU, Myanmar, o
Japén Cosmeéticos,
Ficobiliproteinas 11 mg™
Taiwan Nutricion humana 36 kg™
Chlorella 2000 Alemania J:a on Cosméticos
»~ap Acuicultura 50 I
Nutricibn Humana
Dunaliell Australia, Israel .
! gle a 1200 ustraiia, s,ae, Cosméticos 215-2150
salina USA, Japén o
B-caroteno kg

1.6.3 Chlorella spp

Son algas verdes simples, de tamafo pequefio, unicelulares y no presentan
movimiento, no producen zoosporas (Figura 1.5). Las células presentan una pared
celular fina y cloroplastos en forma de copa y se desarrollan formando células hijas o
autoesporas iguales a la célula madre. Se desarrollan en condiciones autotroficas,
heterotréficas y mixotroficas (Angulo-Mercado et al., 2012). Son de forma esférica (~
2 a 10 ym de diametro) y contiene los pigmentos fotosintéticos verdes clorofila -a 'y -b
en su cloroplasto. Se multiplica rdpidamente y solo requiere CO,, agua, luz solar y
una pequeia cantidad de minerales. La Chlorella se ha cultivado comercialmente en
fotobiorreactores, tanques circulares grandes y en estanques abiertos de paletas o
estanques abiertos circulares (Mobin y Alam, 2017).

Su cultivo intensivo se debe a fines de alimentacion y para la obtencién de
metabolitos, sin embargo este género ha sido empleado para el tratamiento bioldgico
de aguas residuales, probando su efectividad en la remocion nutrientes, demanda

guimica de oxigeno y metales Su uso en aplicaciones de biorremediacion ha sido
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muy amplio, en forma suspendida o inmovilizada, como cepa pura o en asociacion

con otros microorganismos no fotosintéticos (Infante et al., 2012).

Figura 1.5 Chlorella spp

La Chlorella se cosecha por centrifugacion o autofloculacion. Después de la cosecha,
la biomasa se pulveriza o se seca en tambor y el polvo se vende directamente o se
usa para hacer tabletas. La composiciébn bioquimica de Chlorella muestra que
contiene 11-58% de proteina, 12-28% de carbohidratos y 2-46% de lipidos de su
peso seco. El valor de mercado comercial de Chlorella es de mas de mil millones de
dolares estadounidenses (Mobin y Alam, 2017). Su clasificacion se muestra en la
Tabla 1.4.

Tabla 1.4 Clasificacion cientifica Chlorella

Divisién Chlorophyta
Reino Plantae
Clase Chlorophyceae
Orden Chlorococcales

Familia Oocystaceae

Género Chlorella

Perteneciente a la divisibn Chlorophyta, Chlorella tiene en su composicion una alta
concentracion de clorofila, que varia segun el género, pero en sentido general es el
pigmento predominante que les permite las transformaciones energéticas a través de

la fotosintesis, que es muchas veces mayor que la de otras plantas. Chlorella se
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multiplica con gran rapidez, puede dividirse en cuatro células cada 20 horas (Maeda,
et al., 1995 citado en Dominguez, 2014).

1.7 Cianobacterias

Las cianobacterias son organismos procariontes que realizan fotosintesis oxigénica y
comprende tanto pigmentos fotosintéticos (clorofila a) tipicos de las algas eucariontes
y plantas, como pigmentos especificos (las ficobilinas) que les otorga el tipico color
verdeazulado y propiedades ecologicas uUnicas (Cirés-Gomez y Quesada de Corral,
2011), presentan una extensa diversidad morfolégica, encontrandose formas

unicelulares, coloniales y filamentosas (Pineda-Mendoza et al., 2011).

Se distribuyen en ambientes terrestres como suelos o superficies himedas (muros,
rocas, arboles, etc.) (Cirés-Gomez y Quesada de Corral, 2011), dulceacuicolas,
marinos y determinadas especies tienen la capacidad de desarrollarse en ambientes

alcalinos, &cidos y con altas temperaturas (Pineda-Mendoza et al., 2011).

Actualmente se clasifican segun dos sistemas taxondmicos diferentes: la clasificacion
botanica y la nomenclatura microbiologica. Su naturaleza procarionte ha generado
gue las cianobacterias, que tradicionalmente se han considerado algas, actualmente
se consideren bacterias, y de ahi los dos sistemas de clasificacion paralelos (Cirés-
Gomez y Quesada de Corral, 2011).

1.7.1 Spirulina maxima

Es una cianobacteria verdeazulada, fotosintética, autotrofa en forma de espiral que
mide entre 5 y 500 uym, del género Arthrospira (Figura 1.6). Se propaga en estanques
y lagos naturales y artificiales con alta alcalinidad a temperaturas entre 15°C y 35°C,
con un pH entre 8.5y 11.5, en la Tabla 1.5 se muestra la clasificacion cientifica de la

Spirulina maxima.
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Tabla 1.5 Clasificacion cientifica Spirulina

Dominio Bacteria
Filo Cianobacteria
Clase Cyanophycae
Orden Chroococcales
Familia Spirulinaceae

Género Spirulina

La Spirulina maxima es identificada por la FDA en 1981 como alimento nutritivo. Por
sus caracteristicas nutritivas y farmacoldgicas la Spirulina maxima es considerada

alimento nutracéutico (Quintero-Rodriguez et al., 2016).

El principal pigmento fotosintético de Spirulina es la ficocianina (color azul). Las
microalgas Spirulina también contienen clorofila-a y carotenoides. Algunos contienen
pigmento fitocintrina que hace que el color de las microalgas sea rojo o rosado. La

Spirulina se reproduce por fision binaria (Mobin y Alam, 2017).

La Spirulina est4 siendo cultivada comercialmente como complemento alimenticio
humano, como ingrediente de alimentacién animal (Affan et al., 2015), obtencion de
energia y fertilizantes, para fabricar productos quimicos finos tales como pigmentos,
polisacaridos, carotenos, esteroles, vitaminas, acidos grasos poli- insaturados y

lipidos (Mezzomo et al., 2010), y poliinsaturados omega 3 y 6 (Affan et al., 2015).

L

Figura 1.6 Spirulina maxima
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La Spirulina parece ser la cepa mas conveniente en el intento de emplear fuentes no
convencionales para combatir las deficiencias nutricionales (Gutiérrez-Salmean et al.,
2015). Como la Spirulina es filamentosa, su recoleccion es relativamente facil. Su
concentracion inicial se logra usando una pantalla de gravedad inclinada o un filtro de
pantalla vibrante. Es rica en proteinas, vitaminas, aminoacidos esenciales, minerales
y acidos grasos poliinsaturados esenciales y pigmentos que incluyen ficocianina,
mixoxantofilo y zeaxantina. La Spirulina contiene 46-71% de proteina, 8-16% de
carbohidratos y 4-9% de lipidos (de su peso seco). Los aminoacidos esenciales de la

Spirulina contienen leucina, isoleucina y valina (Mobin y Alam, 2017)
1.8 Sistemas y condiciones de cultivo
1.8.1 Metabolismo

Las microalgas presentan muchos tipos de mecanismo de metabolismo:
Fotoautétrofa (requieren solo compuestos inorganicos como CO,, sales y una
fuente de energia luminica para su desarrollo) estos organismos comprenden
bacterias fotosintéticas (bacterias verdes y parpura y cianobacterias), algas y plantas
verdes (Tértora et al., 2007), Heterotrofa (no son fotosintéticos, es decir pueden
desarrollarse bajo ausencia de luz, por lo que requieren una fuente externa de
compuestos organicos y nutrientes como fuente de energia), Fotoheterétrofa
(emplean compuestos organicos como fuente de carbono y de energia luminica para
su desarrollo) y mixotréfica (tienen la capacidad de crecer bajo procesos tanto
autotrofos como heterotrofos, de manera que la fuente de energia es tanto la luz
como la materia organica, el carbono lo obtienen por tanto de compuestos organicos
y de COy,).

Hoy en dia la produccion fotoautétrofa es el Unico método de produccién de
microalgas que a gran escala resulta econdmicamente rentable y técnicamente
viable para el caso de que no haya produccion de energia (Brennan and Owende,
2010).
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1.8.2 Sistemas de cultivo

En la produccion de microalgas existen dos disefios basicos: cultivos abiertos, donde
la biomasa esta expuesta a las condiciones ambientales (incluye tanto medios
naturales como estanques y lagunas, como artificiales con una variedad de disefios);
y cerrados, llamados fotobiorreactores con poco o ningun contacto con el medio
externo (Hernandez-Pérez y Labbé, 2014), sin embargo el concepto de
fotobiorreactor se ha reservado para aparatos que permitan cultivos
monoespecificos, con el completo aislamiento de contaminantes ambientales. Estos
son disefiados para cultivar microalgas que trataran el agua residual en corto tiempo

y ademas producir biomasa con potencial diverso (L6pez-Hernandez et al., 2016).
1.8.3 Luz

En ambos sistemas de cultivo la fuente de luz y la intensidad de energia son factores
que afectan su desarrollo y crecimiento. En cultivos de sistemas abiertos, la luz solar
es la principal fuente de energia; para los sistemas de cultivo cerrados hay diversas
fuentes luminosas a utilizar como: Lamparas de tungsteno o halégeno, diodos
emisores de luz (LED), lamparas fluorescentes, fibra Optica y laser. Las luces
convencionales en contacto cercano de la luz con las paredes del fotobiorreactor
generara calor el cual dafaria el cultivo, por lo que investigaciones en la actualidad
se centran en el uso de energia luminica que no genere calor (Ramirez-Mérida et al.,
2013).

1.8.4 Temperatura

La temperatura optima del cultivo depende de la microalga que se emplee y de sus
caracteristicas, pero el valor Optimo puede variar en funcion de los demas
pardmetros. Asi, la temperatura éptima en condiciones naturales generalmente no
coincide con la temperatura optima en condiciones de cultivo porque los parametros

de cultivo difieren a su vez de los que se dan en su ambiente natural, existe un nivel
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de iluminacion 6ptimo para cada nivel de temperatura de cultivo como se muestra en
la Figura 1.7 (Plasencia, 2012).
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Figura 1.7 Temperatura optima en condiciones de cultivo (Plasencia, 2012)

El desarrollo algal crece proporcionalmente con la temperatura hasta alcanzar la
temperatura Optima de cada especie (Hernandez-Pérez y Labbé, 2014). La
temperatura 6ptima para el cultivo de microalgas se encuentra generalmente entre
los 20 y 24 °C, no obstante, estas pueden variar dependiendo del medio de cultivo, la
especie y la cepa utilizada. Comunmente, los cultivos de microalgas toleran
temperaturas de entre 16 y 27 °C, en donde a temperaturas menores a 16 °C
disminuyen el crecimiento, mientras que una temperatura mayor a los 35 °C resulta

ser letal para un gran numero de especies (Benavente-Valdés et al., 2012).
1.8.5 Mezcla

El mezclado asegura una distribucion homogénea, favorece la transferencia de
nutrientes, dispersion uniforme de cianobacterias entre las zonas oscuras e
iluminadas, transferencia de energia, romper gradientes de difusion en la superficie
celular, retirar el oxigeno fotosintético generado, evitar estratificaciéon térmica ya que
puede existir amplitud térmica entre fondo y superficie del fotobiorreactor de hasta 8
°C. Un buen mezclado puede aumentar la productividad hasta 40% en un
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fotobiorreactor tubular. Entre los sistemas de mezcla se encuentra la bomba,
agitacion mecanica y mezcla de gases que trabajan solos o en combinacion
(Ramirez-Mérida et al., 2013).

1.8.6 pH

Cada especie requiere de un rango determinado de pH que permita un desarrollo
optimo, siendo pH 8 el mas adecuado para especies dulceacuicolas. Por encima o
debajo de éste, presentan un descenso en la productividad, que no solo perjudica el
crecimiento algal, sino también la capacidad de remocion del nitrdgeno en sistemas
de tratamientos de aguas (Hernandez-Pérez y Labbé, 2014). El rango de pH para la
mayoria de los cultivos de microalgas esta entre 7y 9, el pH se incrementa conforme
a la edad del cultivo es mayor, esto es debido a la acumulacion de minerales y la

oxidacion de nutrientes (Benavente- Valdés, et al., 2012)
1.8.7 Nutrientes

Después del carbono, el nitrdgeno es el nutriente mas importante para las microalgas
y se incorpora como nitrato (NO3) o como amonio (NH4"), es igual un factor critico
para regular el contenido de lipidos de las microalgas. El fosforo es esencial en
varios procesos celulares, como la formacion de &cidos nucleicos y transferencia de
energia. Aunque el contenido en fosforo de las microalgas es menor al 1 %, su
deficiencia en el medio de cultivo es una de las mayores limitaciones al crecimiento.
En los medios de cultivo suele incorporarse en forma de HPO4* 0 HPO, (Hernandez-
Pérez y Labbé, 2014).

1.8.8 Pastoreo y depredacion

Los cultivos de microalgas son amenazados de pastoreo por algunos grupos
zooplanténicos, tales como cladéceros, rotiferos o nematodos, sobre todo en
sistemas abiertos La predacion en pocos dias puede disminuir la productividad entre

un 90 a 99 %. Estas plagas se pueden eliminar mediante medios fisicos, tales como
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filtracidn, centrifugacion, baja concentracion de oxigeno disuelto (OD)/alta carga
organica y tratamientos quimicos, como aplicacion de hormonas miméticas contra
invertebrados, aumento de pH y concentracion de amonio libre. Por otro lado,
muchos zooplancteres son capaces de sobrevivir largos periodos de baja OD, por lo
que Park et al. (2011) mencionan que el ajuste del pH hasta un valor de 11 es quizas
el método mas préctico de control (Hernandez-Pérez y Labbé, 2014).

1.8.9 Reduccién de compuestos contaminantes desde aguas residuales

En el tratamiento de aguas residuales se busca reducir y/o eliminar la demanda
bioguimica de oxigeno (DBO), solidos suspendidos, nutrientes, coliformes vy
toxicidad. (Hernandez-Pérez y Labbé, 2014).

1.9 Avances

Existe una gran cantidad de investigaciones sobre el empleo de microalgas y
cianobacterias para la remocion de contaminantes y nutrientes, utilizando como
medio de cultivo diversos tipos de residuos y aguas residuales, diferentes sistemas y
condiciones de cultivo, y empleando distintas metodologias para su desarrollo. Todas
estas investigaciones se encaminan a lograr un sistema efectivo, econémico y
sustentable, y también hay diversas investigaciones de microalgas y cianobacterias

sobre su productividad en otras aplicaciones, a continuacién se mencionan algunas:

Sepulveda (2011) citado en Ramirez-Mérida et al. (2013) propuso tres sistemas de
iluminacioén para fotobiorreactores de columna de burbujeo: 1) Lampara fluorescente
que irradiaba sobre el fotobiorreactor desde un solo punto, 2) Tira comercial flexible
de LEDS colocada en forma de espiral rodeando la parte externa del fotobiorreactor y
3) Tira comercial flexible de LEDS colocada en forma de espiral rodeando la pared
interna de un tubo hueco transparente colocado en el interior del fotorreactor. La
biomasa generada con la configuracion de iluminacion de la tira de LEDS externa fue

de 112 millones de células mL™, aproximadamente el doble de la biomasa generada
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con los otros dos sistemas utilizados esto debido a la mayor trayectoria de fotones
dentro del fotobiorreactor.

Wang et al. (2010) citado en Ramirez-Mérida et al. (2013) lograron interesantes
resultados con remociones de 100% para amonio, 75.7-82.5 % para nitrdgeno total y
62.5-74.7 % para foésforo total con Chlorella spp, depurando lodos diluidos
procedentes de la digestion anaerobia de estiércol de ganado. Li et al. (2011) citado
en Ramirez-Mérida et al. (2013) utilizaron Chlorella spp para el tratamiento de aguas
residuales municipales altamente concentradas, con 93.9 % para amonio, 89.1 %
para nitrégeno total y 80.9 % para fésforo. Olguin et al. (2003) citado en Ramirez-
Mérida et al. (2013) registraron una remocion de 91-96 % para NH, y 72-87 % para
PO, con Spirulina para el tratamiento de agua residual de porqueriza en un sistema
de cultivo HRAP (High Rate Algal Ponds).

Caballero (2013) determind la dosis Optima de nutrientes y vitaminas para la
microalga Chlorella spp y la concentracion maxima de CO; que puede tolerar sin que
ésta tenga un efecto inhibitorio, esto es adicionando 1 mL de micronutrientes, 1 mL
de macronutrientes y 0.5 mL de vitaminas por L de cultivo. Al cultivo se le
adicionaron las dosis recomendables de macronutrientes, micronutrientes y
vitaminas, y se suministré diéxido de carbono a diferentes flujos. Se determiné que
el suministro de CO, al cultivo de la microalga, tiene una influencia sobre el
crecimiento de Chlorella spp siendo capaz de tolerar un punto maximo de 40 mL/min
de CO, y densidad celular de 29.7 x10° cel/mL. Se obtuvo en promedio una remocion
de CO; de 44.27 %, con un maximo de 49.1 % y un minimo de remocién de 40.46 %,
con una produccion de oxigeno maxima de 23.9 % en el gas de salida.

Dominguez (2014) evalué los requerimientos necesarios para el adecuado
crecimiento de Spirulina maxima utilizando medio de cultivo UTEX (Spirl y Spir2) en
distintas porciones: 80-20, 60-40, 50-50, 40-60 y 20-80 (% v/v), respectivamente. Los
resultados mostraron que la proporcion 40-60 (% v/v) (Spirl y Spir2) presentd el

mayor crecimiento con 5.75 x10° cel/mL. Para evaluar el desempefio de
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bioconversion de ambas especies, estas se adoptaron por separado a un
fotobiorreactor tubular adicionando 7.6 mL/min de CO; una hora al dia, por dos dias
consecutivos y suspendiendo la adicion dos dias. Spirulina maxima si realizo el
consumo total del CO,, mientras que Chlorella spp. obtuvo un valor maximo de

97.792 % de remocion.

Gonzélez (2015) encontré condiciones ambientales (temperatura, % CO,, medio de
cultivo) para obtener mayor contenido fotosintético de microalgas. Los resultados
indicaron un incremento en el contenido de pigmentos conforme avanzaron los
disefios experimentales, sin embargo, los resultados globales fueron valores aun

bajos de productividad y contenido de pigmentos comparados con otros autores.

Calderon (2017) desarrollo una metodologia de aprovechamiento de las propiedades
de subproductos (desechos) agroindustriales a partir de su caracterizacion nutritiva,
con el fin de suministrar nutrientes en el cultivo poblacional de las especies: Chlorella
spp y Spirulina maxima en fotobioreactores para la obtencidbn de biomasa
principalmente. Logro determinar la dosis recomendada de los residuos como fuente
de nutrientes para el crecimiento de las especies Chlorella spp y Spirulina maxima, la
cual fue la dosis de 20 % lodo- 80 % agua y con un pretratamiento alcalino, con
remociones del 67 % de DQO, y un crecimiento celular de 1.54 x10 cel/mL para la
especie Chlorella spp. Por su parte para la especie Spirulina maxima con lodo
porcicola, se obtuvo un crecimiento celular del 7.23x10° cel/mL y una remocion del
63 % de DQO. La especie Chlorella spp con pollinaza alcanz6 un crecimiento celular
del 1.46 x10” cel/mL con una remocion del 62 % de DQO, mientras que con Spirulina
maxima obtuvo un 59 % de remocién de DQO y un crecimiento celular del 6.48 x10°
cel/mL. Para la melaza, la Chlorella spp obtuvo un porcentaje de remocion del 51 %
de DQO con un crecimiento celular de 1.35 x10” cel/mL, en cuanto a la especie
Spirulina maxima obtuvo un crecimiento celular de 6.23 x10° cel/mL y una remocién
del 55 % de DQO. Altos contenidos de nitrogeno en el medio favorece la produccion
de biomasa, por ello la maxima produccion de biomasa entre los dos residuos se

obtuvo en el lodo porcicola con un 3.46 g/L de biomasa seca.
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Morales (2018) cuantifico el porcentaje de remocion de fosforo mediante la operacién
de fotobiorreactores con residuo porcicola a diferentes proporciones de alimentacion
y en presencia de las microalgas Spirulina maxima y Dunaliella spp. Se monitorearon
cinéticas de crecimiento, en periodos de operacion de 21 dias con agitacion por
burbujeo e iluminacion con fotoperiodos de 12 h luz-obscuridad. Para la Spirulina
maxima la dosis que corresponde a 20 % lodo y 80 % agua sin pretratamiento obtuvo
la mayor remocion del experimento que fue de 47 %, y para Dunaliela spp la mayor

remocioén fue del 97 % que corresponde a la dosis de 20 % lodo y 80 % agua.
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CAPITULO 2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Metodologia experimental

En el presente capitulo se describen de forma detallada los materiales y métodos

empleados para el desarrollo de este proyecto de investigacion, el cual de acuerdo a

la metodologia presentada en la Figura 2.1, describe las 6 etapas en las que se

dividio el proyecto:

Obtencion del efluente de origen porcicola.

Etapa 1
Caracterizacion y
acondicionamiento del efluente
porcicola.

.

Etapa 2

Propagacion de las especies
Spirulina maxima y Chlorella spp en
fotobiorreactores  con nutrientes
sintéticos.

A

Etapa 3
Pruebas experimentales para la remocion simultanea de
nitrégeno y foésforo en efluentes de origen porcicola,
empleando las especies Spirulina maxima y Chlorella spp.

L

Etapa 4
Caracterizacion del efluente tratado y
evaluacion de la calidad.

Spirulina maxima y Chlorella spp.

Etapa 5
Evaluacioén del desarrollo
poblacional de las especies

4

Etapa 6

Andlisis estadistico y discusion de resultados obtenidos.

Figura 2.1 Metodologia
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Como etapa preliminar del proyecto se realiz6 la obtencion de la materia prima que
para este proyecto fue agua residual de origen porcicola; posteriormente se realizo la
caracterizacion fisicoquimica y microbiolégica, la caracterizacion es de gran
importancia ya que permite conocer las condiciones iniciales del residuo y de igual
manera poder manipularlos. También se procedié a la propagacion de las especies
Spirulina maxima y Chlorella spp en fotobiorreactores con sus medios
correspondientes, esto con el objetivo principal de mantener vivas las especies
durante el desarrollo experimental e incrementar la poblacibn de ambas especies

para las pruebas experimentales.

Terminada la etapa 1 y 2, se procedié al montaje de cinéticas de degradacién de
nutrientes contenidos en aguas residuales de origen porcicola durante el desarrollo
de las especies Spirulina maxima y Chlorella spp, en esta etapa experimental se
manejaron tres concentraciones diferentes de agua residual porcicola, la cual cumple

la funciébn como fuente de nutrientes en el cultivo de microalgas y cianobacterias.

Al término de las cinéticas se procedio a la caracterizacion del efluente tratado para
conocer las nuevas condiciones y obtener el porcentaje de remocién de ambos
nutrientes, asi como también determinar los pardmetros cinéticos de degradacion de
los nutrientes durante el desarrollo de las especies y la cinética de desarrollo
poblacional de las especies durante la degradacion de nutrientes contenidos en el

agua residual porcicola.

Posterior a los resultados se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) y se procedié a
comparar resultados, esto para determinar cuél de las tres concentraciones para
ambas especies tuvo mayor remocién de nitrogeno y fosforo asi como el mejor
rendimiento en el desarrollo poblacional microalgal, y para finalizar se realiz6 la
discusion de resultados, es importante mencionar que cada una de las técnicas

realizada estéa regida bajo el respaldo de normas oficiales y métodos estandar.
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2.2 Obtencion del efluente de origen porcicola

La muestra de agua residual porcicola cruda o efluente porcicola crudo se obtuvo de
una granja porcina semitecnificada, localizada en el municipio de Mariano Escobedo,
Veracruz, México. Esta granja actualmente se dedica a la crianza de mas de 50

ejemplares de diferentes especies en distintas etapas de desarrollo.

Cada corral tiene un canal de drenaje, en el que se va toda el agua de lavado, que
arrastra principalmente y en mayor concentracion orina de cerdo, y en menor
cantidad restos de alimento, cama, restos de heces fecales y otras particulas. Toda
esta agua residual generada en los corrales va a parar a un tanque séptico (Figura
2.2), del cual se obtuvo una muestra de 10 litros de agua residual porcicola, que fue
depositada en un bidon para su facil transporte y conservacion. Durante el muestreo
(paso del agua residual al bidon), se emple6 un colador para separar todos aquellos
residuos sélidos como piedras, ramas, plantas y alimento del efluente, para trabajar
solo con residuo liquido.

La muestra se almacend y se conservo en refrigeracion a una temperatura de 4 °C,
todo este procedimiento de muestreo se realizé de acuerdo a la norma NMX-AA-3-

1980 llamada Norma mexicana "Aguas residuales.- Muestreo".

Figura 2.2 Tanque séptico de la granja porcicola de Mariano Escobedo, Veracruz, Mexico

42



Materiales y Métodos

2.3 Caracterizaciéon y acondicionamiento del efluente porcicola

2.3.1 Caracterizacién del efluente porcicola crudo

Una vez que la muestra fue trasladada al laboratorio, se llevé a cabo la

caracterizacion fisicoquimica y microbiologica del efluente porcicola, con la finalidad

de conocer las propiedades y composicion del efluente, asi como el nivel de

contaminacion del mismo. En la Tabla 2.1 se presenta los parametros que se

determinaron, junto a sus unidades en las que fueron reportadas y el método bajo el

cual se realizé cada andlisis, cada muestra se realizé por triplicado.

Tabla 2.1 Parametros empleados para la caracterizacion del efluente

Analisis fisicos

Parametro Unidad Método
pH - Potenciometro

Solidos Totales (ST) mg/L Método: 2540 B de la APHA-AWWA-WPFC

Solidos Totales Volatiles mg/L Método: 2540 E de la APHA-AWWA-WPFC
(SV)

Solidos Suspendidos Totales mg/L Método: 2540 D de la APHA-AWWA-WPFC
(SST)

Solidos Suspendidos mg/L Método: 2540 E de la APHA-AWWA-WPFC

Volatiles (SSV)

Anélisis quimicos

Parametro Unidad Método
Demanda Quimica de mg O,/L Método: 5220 D de la APHA-AWWA-WPFC:
Oxigeno total (DQO-) Micrométodo colorimétrico
Nitrégeno Total mg N-NTK/L Método Micro Kjeldhal
Método 4500 — Norg B
Fosforo total mg P/L Método 4500-P B

Anélisis microbiolégicos

Parametro

Unidad

Método

Coliformes fecales

NMP /100 mL

NMX-AA-042-SCFI-2015
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2.3.2 Acondicionamiento del efluente crudo porcicola

El agua residual porcicola cruda visualmente presenta una alta contaminacion debido
a la turbidez ocasionada por los sélidos suspendidos (SS), por este motivo y al no
contar con PTAR la granja, es recomendable acondicionar la muestra con un
tratamiento fisico para reducir la contaminacion del efluente. Los procesos fisicos
que se emplearon para el acondicionamiento del efluente porcicola fueron tamizado y
centrifugacion, que fueron elegidos por la rapidez del proceso de separacion y por la

disponibilidad en el laboratorio.

El proceso de tamizado se realizé por medio de un tamiz (Figura 2.3) de acero
inoxidable de 20 um, posteriormente el agua tratada por el tamiz se centrifugo a
10000 rpm por 5 minutos (Figura 2.4) , el objetivo de este proceso fue acelerar lo que

haria el proceso de sedimentacidén que por si solo se realizaria en horas.

Aty

fUSA. STANDAR

Figura 2.3 Tamiz 20 um

Figura 2.4 Centrifugadora.
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En la figura 2.5 se presenta el efluente porcicola crudo (a) antes de los procesos
fisicos y el efluente acondicionado (b) después de pasar por los dos tratamientos
fisicos. Se puede observar que después del tratamiento fisico, el efluente crudo
perdid/cambio su color café oscuro a un marrén dorado, lo que nos indica que redujo
notablemente los SS, posteriormente se procede a realizar la caracterizacion
fisicoquimica de la Tabla 2.1.

Figura 2.5 Efluente porcicola (a) crudo, (b) acondicionado

2.4 Propagacion de las especies Spirulina maxima y Chlorella spp en

fotobiorreactores con nutrientes sintéticos

De acuerdo con la investigacion de Caballero (2013), el cultivo de microalgas tiene
requerimientos minimos de nutrientes y vitaminas para lograr un crecimiento
adecuado, por lo que es necesario adaptar el medio de cultivo necesario para su

crecimiento y experimentacion.
2.4.1 Especie Spirulina maxima

La cepa de la cianobacteria Spirulina maxima fue obtenida de la Coleccion de
Microorganismos del Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto
Politécnico Nacional (CINVESTAV), en la Ciudad de México. Esta coleccion de cepas
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microbianas es la mas importante del pais, integrada por 3 500 microorganismos de
importancia industrial tanto en el &mbito de la salud como en el de la agricultura y

alimentacion. Los datos generales se listan en la Tabla 2.2.

Tabla 2.2 Datos generales de la cepa de Spirulina maxima.

Nombre Spirulina maxima
Acrénimo CDBB A-1484
Aislador M. Lefevre (1963)

De acuerdo con las recomendaciones sugeridas por la universidad de Texas y el
CINVESTAV para el correcto crecimiento de la cepa de Spirulina maxima se utiliza el

medio de cultivo UTEX, formado por las soluciones que se listan en el Anexo A.
2.4.2 Especie Chlorella spp

La microalga Chlorella spp fue obtenida de la Coleccion de Microalgas del Centro de
Investigaciones Biologicas del Noroeste, S. C. (CIBNOR), en La Paz, B.C.S. Esta
coleccion alberga 143 cepas de ambientes marinos, dulceacuicolas y salobres,
pertenecientes a ocho grupos taxonémicos: Chlorophyta, Rhodophyta,

Eustigmatophyta, Haptophyta, Bacillariophyta, Dinophyta y Cyanobacteria.

De acuerdo con las recomendaciones sugeridas por el CIBNOR para el correcto
crecimiento de la microalga Chlorella spp se utiliza el medio de cultivo 3N-BBM+V
(CCAP) (medio Bold-Basal con Nitrégeno y Vitaminas triples; modificado), formado

por las soluciones que se listan en el Anexo B.
2.4.3 Condiciones de propagacion de las especies

Las especies Spirulina maxima y Chlorella spp son operadas en fotobiorrectores de
vidrio cada uno con un volumen util de 1000 mL a temperatura ambiente ya que por
bibliografia ambas especies pueden desarrollarse a temperatura ambiente, se aplico
agitacion por burbujeo de aire mediante una bomba y una iluminacion en

fotoperiodos de 12 h luz-obscuridad mediante una lampara LED de luz fria de 20 W,
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con capacidad de iluminacion de 2500 Lux, para esto se llevd a cabo la lectura con
un medidor digital de luminosidad Steren (modelo HER-410). La alimentacion para
ambas especies se realiza cada 30 dias, es recomendable que la alimentacion de la
cianobacteria no pase de los 30 dias, ya que a diferencia de la microalga Chlorella
spp que aguanta un par de meses sin alimento, la Spirulina maxima no sobrevive

mas de este tiempo.

2.5 Pruebas experimentales para la remocion de nutrientes en efluentes de

origen porcicola
2.5.1 Disefio experimental unifactorial

Para la remocion simultanea de N y P en aguas residuales de origen porcicola
empleando las especies Spirulina maxima y Chlorella spp, se aplicé el disefio
experimental con un factor, con el objetivo de comparar el desarrollo poblacional de
ambas especies durante la degradacion de nutrientes, bajo tres concentraciones
distintas de medio de cultivo.

Las condiciones de operacion de las pruebas experimentales se describen en la
seccion 2.5.2. La Tabla 2.3 muestra la condicion de operacion en la que se

sometieron ambas especies.

Tabla 2.3 Condicién de operacion en el disefio unifactorial

Factor Niveles

Concentracioén
25% 50% 75%

v/v: agua residual/agua destilada

Se realizaron dos réplicas para determinar el error experimental, las variables de
respuesta fueron determinacion de N, P y DQO. Durante esta etapa se monitoreo el

crecimiento diario y el pH.
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2.5.2 Condiciones de operacion de las pruebas experimentales para la

remocién simultanea de nutrientes

Se realiz6 un montaje de cinéticas de crecimiento, realizadas en frascos de plastico
de 1000 mL con un volumen util de 500 mL, los cuales se mantuvieron durante 6 dias
a temperatura ambiente, se aplicO agitacion continua por burbujeo mediante aire
proporcionado por una bomba de pecera, y una iluminacion en fotoperiodos de 12 h
luz-obscuridad mediante una lampara LED de luz fria de 20 W con capacidad de
iluminacién de 2500 Lux, (Calderdn, 2017 empleo una iluminacion de 3000 lux para
Spirulina maxima y Dominguez, 2014 empleo 1500 lux para S. maxima y Chlorella

spp). Las caracteristicas de los fotobiorreactores se muestran en la Tabla 2.4.

Tabla 2.4 Descripcion de fotobiorreactores utilizados

Seccion Descripcién
Fotobiorreactores Botellas de plastico de 1000 mL
Capacidad Volumen de trabajo de 500 mL
Operacion Por lote

La eleccion de las concentraciones se basé de acuerdo a Caballero (2013); debido a
que el crecimiento microalgal se basa en la ley del minimo, es decir, el crecimiento
sera limitado por aquella sustancia que se presente en menor cantidad a la minima
requerida. Por otra parte, un exceso en los requerimientos de nutrientes puede llegar
a inhibir el éptimo crecimiento microalgal. Es por ello que, para la propagacion de las
especies se propusieron las siguientes concentraciones equidistantes como se

muestra en la Tabla 2.5,

Tabla 2.5 Concentraciones propuestas para la propagacion de las especies

Concentracion
viv: efluente porcicola/agua destilada 25% 50% 5%
Alga (20%) 150 mL | 150 mL | 150 mL
Agua residual 87.50mL | 175 mL | 262.50 mL
Agua 262.50 mL | 175 mL | 87.50 mL
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El volumen util de cada fotobiorreactor es de 500 mL, del cual el 30% (de acuerdo a
Calderén, 2017) de ese volumen util (150 mL), corresponde a la alicuota del cultivo
algal que se tomé de los fotobiorreactores de la Etapa 2 para la propagacion de la
especies que se explica en el apartado 2.4 para inocular los seis fotobiorreactores. El
70% restante del volumen util (350 mL) representa ahora el 100% para las

concentraciones propuestas en la Tabla 2.5.

En las Figuras 2.6 y 2.7 se presenta el montaje de las cinéticas de crecimiento de la
cianobacteria Spirulina maxima y la microalga Chlorella spp en las pruebas
experimentales para la remocion de nutrientes en las tres concentraciones de

efluente porcicola propuestas con su respectiva réplica.

Figura 2.7 Montaje de cinéticas de crecimiento de la microalga Chlorella spp
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2.5.3 Parametros evaluados durante y después de la operacion de las pruebas

experimentales

Durante seis dias se evalué el pH, SST, DQOy, Nitrogeno total, fésforo total,
concentracion celular y biomasa. En la Tabla 2.6 se muestran los parametros

analizados, asi como el método empleado del mismo.

Después del ultimo dia de operacion de las pruebas experimentales para la remocién
de nutrientes en aguas residuales de origen porcicola, se procedid a realizar la
caracterizacion del efluente tratado, con los parametros mencionados en la Tabla
2.1.

Tabla 2.6 Parametros evaluados en las cinéticas de remocién de nutrientes y crecimiento

Parametro Método
pH Potenciometro
Solidos Totales (ST) Método: 2540 B de la APHA-AWWA-WPFC

Solidos Totales Volétiles (SV) | Método: 2540 E de la APHA-AWWA-WPFC
Solidos Suspendidos Totales | Método: 2540 D de la APHA-AWWA-WPFC

(SST)
Demanda Quimica de Oxigeno | Método: 5220 D de la APHA-AWWA-WPFC:
total (DQOr) Micrométodo colorimétrico
Nitrogeno Total Método Micro Kjeldhal
Fosforo total Método 4500-P B
Concentracion celular Camara de Neubauer
Biomasa Peso seco

En la figura 2.8 se presenta los fotobiorreactores con las concentraciones de 25%,
50% y 75% de efluente porcicola en el dltimo dia (dia seis) de las pruebas
experimentales con Spirulina maxima. Los experimentos con las concentraciones de
25% y 50% presentan una tonalidad de verde oscuro caracteristico de un cultivo en
crecimiento, a diferencia del experimento de la concentracion 75% que presenta un

verde amarillo caracteristico de un cultivo que presenta muerte celular.
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Figura 2.8 Pruebas experimentales con Spirulina maxima en el dltimo dia de cinéticas

En la figura 2.9 se presenta los fotobiorreactores con las concentraciones de 25%,
50% y 75% de efluente porcicola en el dltimo dia (dia seis) de las pruebas
experimentales con Chlorella spp. Cada experimento presenta una tonalidad
diferente, caracteristica de la concentracion celular, sin embargo ninguna de estas

tonalidades es caracteristica de muerte celular.

Figura 2.9 Pruebas experimentales con Chlorella spp en el tltimo dia de cinéticas

A continuacion, se describen las técnicas utilizadas para el monitoreo de las cinéticas

en estudio.
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2.5.3.1 pH

La determinacion de pH se realizé a través de un potenciometro marca ORION
Research. Inc. Model 250 A. siguiendo el método Potenciométrico 4500-H B de la

Standard methods.

2.5.3.2 Sodlidos Totales (ST)

Esta determinacién se realiz6 mediante la técnica gravimétrica descrita en el método

estandar 2540 B de la APHA-AWWA-WPFC (1999). Los Sdlidos Totales se definen

como el material residual después de evaporacion y secado de una muestra a cierta

temperatura, la muestra se evapora en un crisol a peso constante en una estufa a

105 °C £ 2 °C por un lapso de 24 horas. El aumento de peso sobre el peso del crisol

vacio representa los Soélidos Totales; y el calculo se realiza con la siguiente ecuacion:
(m3z —my)

ST = =———=+1000 000 (2.1)

Dénde:

ST= son los sélidos totales, en mg/L

ms= es la masa del crisol con el residuo, después de la evaporacion, en g;
m,= es la masa del crisol vacio a masa constante, en g, y

V= es el volumen de muestra, en mL.

2.5.3.3 Sodlidos Totales Volatiles (STV)

El residuo producido en la determinacion de Solidos Totales segun el método
descrito anteriormente, se calcina a 550 °C, durante dos horas. El peso perdido en el
crisol tras la incineracion del residuo seco, representa el contenido en Soalidos
Volatiles. De la misma forma que los Sélidos Totales, esta técnica analitica se realizé
de acuerdo con el método estandar 2540 E de la APHA-AWWA-WPFC (1999), y se

calcula utilizando la siguiente ecuacion:

52



Materiales y Métodos

m; —m
STV = % 1000 000 (2.2)

Dénde:

STV= Son los solidos totales volatiles, en mg/L;

ms= es la masa del crisol con el residuo, después de la evaporacion, en g;
m,= es la masa del crisol con el residuo, después de la calcinacion, en g, y
V= es el volumen de muestra, en mL.

2.5.3.4 Solidos Suspendidos Totales (SST)

Los solidos suspendidos totales o el residuo no filtrable de una muestra de agua
natural o residual industrial o doméstica, se define como 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. Es un pardmetro utilizado en la calificacion de
la calidad del aguay en el tratamiento de aguas residuales. Indica la cantidad de
sélidos presentes, en suspensiony que pueden ser separados por medios
mecanicos, como por ejemplo la filtracion en vacio, o la centrifugacion del liquido.
Algunas veces se asocia a la turbidez del agua. Esta técnica analitica se realiz6 de
acuerdo con el método estandar 2540 D de la APHA-AWWA-WPFC (1999), y se
calcula utilizando la siguiente ecuacion:

(me —m,)

SST = =———==+1000 000 (2.3)

Doénde:

SST= son los solidos suspendidos totales, en mg/L
m,= es la masa del soporte de secado con el filtro antes de la filtracion, en g;

me= €es la masa del soporte de secado con el filtro, en g, y
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V= es el volumen de muestra, en mL.

2.5.3.5 Demanda Quimica de Oxigeno Total (DQOr)

La demanda quimica de oxigeno es una medida del oxigeno equivalente al contenido
de materia organica contenida en una muestra que es susceptible a la oxidacién por
un fuerte oxidante quimico. La DQO+r se llevd a cabo por el Micrométodo
Colorimétrico 5220 D Standard Methods, para lo cual se utilizé una placa digestora
(COD Reactor) marca Hach para suministrar el calor de reaccién, un
espectrofotometro ODYSSEY DR2500 marca Hach para leer la transmitancia de la
muestra y pipetas automaticas Eppendorf Research para realizar las
determinaciones. Para calcular la concentracién de DQO de las muestras, se ajusto
la longitud de onda a 620 nm, luego se realiza una curva de calibracion con

concentraciones de 0 a 1500 mg/L.

2.5.3.6 Nitrégeno total

El nitrdgeno total se midid siguiendo la técnica analitica del método 4500-Norg B

SM, que se basa en digerir la muestra con la temperatura, en medio acido con un
catalizador de selenio de forma que los compuestos organicos nitrogenados tomen
formas amoniacales. Posteriormente se analiza el contenido total de sales

amoniacales mediante la destilacion de la muestra digerida.

Para determinar la cantidad de nitrdgeno total fue necesario realizar las operaciones

correspondientes mediante la siguiente ecuacion:

_(A-B)-280

mgN = (2.4)

ml muestra

Dénde:

A= mL gastados de H,SO4 en la muestra,

B= mL gastados de H,SO, en el blanco.
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2.5.3.7 Fbésforo total

El fésforo total (P) se determina en una muestra sin filtrar y en ella estan presentes
todas las formas de fésforo. Debido a que el fosforo puede estar presente en
combinacion con la materia organica, es necesario para determinar el fésforo total,
preparar la muestra mediante un método de digestion capaz de oxidar la materia
organica efectivamente, para liberar el fésforo como ortofosfato, para su posterior
determinacion por el Método del Acido Ascorbico. La concentracién de fésforo total

se registra como mg P total /L.

2.5.3.8 Coliformes fecales

La norma NMX-AA-042-SCFI-2015 establece un meétodo para la deteccién y
cuantificacion de los microorganismos coliformes mediante el cultivo en un medio

liquido en varios tubos y el célculo de su Niamero Mas Probable (NMP).

2.5.3.9 Concentracion celular: caAmara de Neubauer

El conteo directo de células es importante en los cultivos algales ya que es necesario
conocer la concentracion celular que estos cultivos tienen. Uno de los métodos
utilizados para medir la concentracion celular es por medio de la camara Neubauer,
la cual presenta dos camaras. En la cara superior del portaobjetos, se encuentran
cuatro canales longitudinales y un canal transversal central, a cuyos lados superior e
inferior existen grabados dos cuadros de 9 mm? de superficie, subdivididos a su vez
en una cuadricula mas fina. En la Figura 2.8 se muestra el detalle de los cuadros que
componen a la camara de Neubauer; para la presente investigacion, el conteo celular
para la microalga Chlorella spp., se realiz6 en los cuadros sefialados con el nimero
3, y para la cianobacteria Spirulina maxima en los cuadros sefialados con el nimero
1 (Celeromics, 2013 citado en Gonzalez, 2015).
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Figura 2.10 Detalle de la rejilla de una cdmara de Neubauer (Celeromics, 2013 citado en
Gonzalez, 2015)

a1

El célculo de la concentracion celular esta expresada por el nUmero de células por
mililitro (Ecuacion 2.5).
numero de células

C tracion = 2.5
oncentracion Volumen (en ml) (2.5)

El recuento de cuadros grandes en camara de Neubauer esta expresada por la
Ecuacién 2.6, la cual se aplico para el calculo de la densidad celular de Spirulina
maxima.

numero de células » 10 000

Concentracion = - (2.6)
namero de cuadros

El recuento para el cuadro central de la cAmara de Neubauer se expresa en la
Ecuacion 2.7, la cual se aplic para el célculo de la densidad celular en Chlorella spp.
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» namero de células * 250 000
Concentracion = (2.7)
numero de cuadros

2.5.3.10 Biomasa: Peso seco

La biomasa de las microalgas se cuantifico filtrando una cantidad conocida de medio
de cultivo, a través de un filtro Whatmann GF/C de 1.2 ym de tamafo de poro,
previamente lavado y llevado a peso constante. La muestra se coloca en una estufa
a 105 °C durante 24 horas y posteriormente se coloca en un desecador por 20
minutos. Por diferencia de pesos se obtiene el peso seco. Para calcular el peso seco

de la muestra se aplica la siguiente ecuacion:

=S

Peso seco ( ) = (PFM — PF) - R (2.8)

Dénde:

PFM= peso seco del filtro mas la microalga
PF= peso seco del filtro

R=la raz6n L/ mL filtrados (1000/x mL)

2.6 Determinacion de paradmetros cinéticos
2.6.1 Parametros cinéticos en la degradacion de nutrientes

La relacién entre los nutrientes y la tasa de crecimiento de una comunidad o
poblacion se puede describir con el modelo de Monod. En este modelo, la tasa de
crecimiento especifico maxima toma en cuenta los efectos de las limitantes en este

caso, de los recursos renovables:

= . — 2.9
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Doénde:
u= tasa de crecimiento especifico (dia™).
S= nutriente o la concentracion del sustrato (mg S/L)

Ks= constante de saturacion media (mg S/L

El sustrato o “comida” en la ecuacion 2.9 puede ser un macronutriente 0 un
micronutriente que limite el crecimiento. La constante de saturacion media (Ks) se
define como la concentracion del sustrato (S) a la cual la tasa de crecimiento es la
mitad de su valor maximo, es decir, J = Pmax/2. La grafica de g como funciéon del

sustrato aparece en la Figura 2.9:

Figura 2.11 El efecto de la concentracién sustrato (S) sobre la velocidad de crecimiento (l)

Los organismos con un bajo Ks se aproximan a su tasa de crecimiento especifica
maxima (Mmax) @ concentraciones de sustrato comparativamente bajas, en tanto que
aquellos cuyos altos valores de Ks requieren de niveles mas altos de sustrato para

alcanzar el mismo nivel de crecimiento (Mihelcic and Zimmerman, 2012).
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2.6.1.1 Estimacion de los pardmetros cinéticos de la ecuacioén de Monod

Los valores de los parametros Pmax Y Ks son obtenidos a partir de las siguientes

. . 1 . . 1 .
relaciones lineales, donde tenemos que m en funcion de - Se toman los inversos de

ambos miembros de la ecuacion de Monod, y se tiene que:

1 K 1 1
U(S) Umax S HUmax

(2.10)

Se observa que la ecuacion anterior tiene la forma de la ecuacion de una linea recta
(y = mx + b). Obteniendo la ecuacion de Lineweaver-Burk con:
Ks 1
b=

Umax Umax

m =

1
u(s)

la ordenada al origen b, haciendo uso de la metodologia de regresion lineal y

. 1 . . .
Lo cual requiere conocer y 5 para poder hacer la estimacion de la pendiente m y

realizada esto conocer los parametros PUmax Y Ks. La grafica que modela la ecuacion

lineal de Lineweaver-Burk se presenta en la Figura 2.13.

F
pendiente o
T

, A

Figura 2.12 Diagrama de Lineweaver-Burk
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2.6.2 Paradmetros cinéticos de desarrollo poblacional

De acuerdo a Band (1997) y Morris (2004) citado en Caballero (2013), con los
valores obtenidos de densidad celular en los cultivos, se determinara la velocidad o
tasa de crecimiento celular (ecuacion 2.11), tiempo de duplicacion (ecuacion 2.12) y

namero de generaciones (ecuacion 2.13):

2.6.2.1 Tasade crecimiento celular

Numero de células o masa celular por unidad de tiempo.

_ 11’1X1 - lnXO

m (2.11)

il

Dénde:

M= velocidad o tasa de crecimiento celular,
X1= densidad celular al tiempo t.
Xo= densidad celular al tiempo inicial.

2.6.2.2 Tiempo de duplicacién (tg)

Tiempo necesario para que a partir de una célula se formen dos (para que una célula

se duplique)

ty = n? (2.12)
d 1 .

Dénde:

tq = tiempo de duplicacion.

K = velocidad 6 tasa de crecimiento.
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2.6.2.3 Numero de generaciones (ng):

Numero de divisiones celulares en un determinado tiempo=generaciones.

_ logx1 —logx0

2.1
ng log 2 (2.13)

2.6.2.4 Rendimiento de la biomasa

El rendimiento es la biomasa producida por cantidad de sustrato consumida. Para su

calculo se utiliza la siguiente expresion:

Xt — Xo
Y = 2.14
S, =5, (2.14)

Donde

X; es la concentracién de células en el tiempo y se calcula en el momento de fase
estacionaria en el que el numero de células es mas elevado (mg/L) la cantidad de
sustrato en el tiempo (t) que se obtiene el nUmero de células mas elevado S;

Xo es la concentracion inicial de células del inoculo (mg/L) a la cantidad de sustrato

al inicio del cultivo Sg

2.6.2.5 Productividad de la biomasa

La productividad de biomasa se determin6é como productividad maxima (Pnax) de
acuerdo con la siguiente expresion (2.15) (Jacob-Lopes et al., 2007).
Xe — X

Prax = t—tg (2.15)

Donde
Xo €es la concentracion inicial de biomasa (g/L) al tiempo tg

X; es la concentracion de biomasa (g/L) en cualquier tiempo t
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2.7 Andlisis estadistico y discusiéon de resultados obtenidos.

A los datos obtenidos de la degradacion de P, degradacion de N y crecimiento
celular en los seis dias de operacion, se les realizé el andlisis de varianza (ANOVA) y
se comparo con el método de Tukey-Kramer para determinar si existe diferencias
estadisticamente significativas entre las medias de las tres concentraciones
propuestas (25%, 50% y 75%) y elegir cual concentracion es la idonea para ambas
especies, y se realizd la discusion de los resultados obtenidos comparandolos con

otros autores.
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CAPITULO 3 RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente capitulo se presentan los resultados obtenidos en las etapas
experimentales planteadas en la metodologia de esta investigacion, para el
cumplimiento del objetivo general y objetivos especificos con la finalidad de obtener

la mejor concentracion que ofrezca la mayor remocién de nitrogeno y fésforo para

ambas especies.

3.1 Etapa 1 Caracterizacion del efluente porcicola

3.1.1 Caracterizacién del efluente porcicola crudo

Las caracteristicas fisico-quimicas y microbiologicas presentes en el efluente

porcicola se presentan en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1 Caracterizacion fisicoquimica y microbiolégica del efluente porcicola crudo

Valor promedio

Desviacion estandar

Fisicos Unidad -
(X) (s)
pH - 7.30 0.01
Temperatura °C 20 -
Solidos totales mg ST/L 5453.33 712.834
Solidos totales
volatiles mg STV/L 3193.33 480.555
Sdlidos suspendidos
totales mg SST/L SBllEE LR
Quimicos Unidad Valor pr_omedlo Desviacidon estandar
o (X) (s)
DEREMIE GUITIEREE oo 1198.13 16.017
oxigeno total
Fésforo total mg P/L 11.91 0.095
Nitrégeno total mg N-NTK/L 1002.40 2.8
N/P - 84.16 -
Microbiolégico Unidad Valor pr_omedlo Desviacidon estandar
(X) (s)
Coliformes fecales ~ NMP/100 mL 4.60x10% 0
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Los resultados de la caracterizacion fisicoquimica del efluente porcicola crudo se

utilizaron como indicadores de la calidad del sustrato alimentado a los
fotobiorreactores, y se consideraron para establecer las condiciones de arranque y
operacion del proceso. De acuerdo al PROY-NOM-001-SEMARNAT-2017, que
establece los limites permisibles de contaminantes en las descargas de aguas
residuales en cuerpos receptores propiedad de la nacion, y a la Tabla 2.1 se puede
observar que el pH, SST, DQO, Pr y Nt son los Unicos parametros que son
indicadores de contaminacion, por lo que se va a requerir disminuir los valores de

estos parametros antes y durante la operacion de las pruebas experimentales.
3.1.2 Caracterizacién del efluente porcicola acondicionado

Se realiz6 tratamiento fisico para disminuir la contaminacion del agua, en la Tabla 3.2

se presenta la caracterizacion del efluente acondicionado.

Tabla 3.2 Caracterizacion fisicoquimica y microbiolégica del efluente porcicola

acondicionado.

Valor promedio  Desviaciéon estandar

Fisicos Unidad -
(X) (s)
pH - 7.82 0.01
Temperatura °C 20 -
Solidos totales mg ST/L 4680 610.245
Solidos totales mg STVIL 3079.33 441.00
volatiles
Sellews SIEpEMimS o e 150.33 50.9640
totales
Quimicos Unidad Valor pr_omedlo Desviacidon estandar
> ®) )
BEMENER GUIMERIES o g ) 934.04 5.010
oxigeno total
Fosforo total mg P/L 8.52 1.046
Nitrégeno total mg N-NTK/L 940.80 1.979
N/P - 110.42 -
Microbiolégico Unidad Valor promedio  Desviacion estandar
(X) (s)
Coliformes fecales ~ NMP/100 mL 2.4x10% 0
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Comparando la Tabla 3.1 y la Tabla 3.2, se observa que los procesos fisicos de
tamizado y sedimentacion, influyeron en la disminucion de los SST, logrando una
remocion del 71.10%, la DQO present6é una remocion del 22.04%, y para los ST y SV
la remocion fue de 14.18% y 3.56% respectivamente, para Pt se obtuvo una
remocion del 28.46%, para Nt se obtuvo una minima remocion del 6.14% y para
Coliformes fecales se logré una remocion del 94.78%. A pesar de la gran remocion
de SST y de la disminucion de DQO que se obtuvo por medio del tratamiento fisico,
se observa que el agua residual acondicionada sigue presentando turbidez y el valor
Nt es alto, por lo que se procedid a montar pruebas previas a las cinéticas para

observar el comportamiento de las especies en el agua residual como medio.
3.1.3 Caracterizacion del efluente porcicola diluido de la mejor prueba previa

Antes de realizar la etapa 3 de pruebas experimentales, se procedié a realizar
pruebas previas para observar si el efluente porcicola acondicionado es el adecuado
para ser el medio de las especies Spirulina maxima y Chlorella spp. Como primera
prueba previa a la Etapa 3, se llevé a cabo las condiciones de operacion de pruebas
experimentales presentadas en el apartado 2.5.2, y las concentraciones propuestas

para la propagacién, propuestas en la Tabla 2.5.

La primera prueba no fue la adecuada como medio para las especies, ya que
después de unas horas los fotobiorreactores presentaron un color mas oscuro (verde
olivo), espuma en la superficie del medio, un olor desagradable y bajo el microscopio
se observaron algas fragmentadas, en el caso de la concentracion mas alta no se
encontrd ninguna célula de ambas especies, se logré observar que el medio estaba
lleno de otros microorganismos, en su caso al tratarse de efluente crudo de

microorganismos patdgenos.

Para las siguientes pruebas previas se procedio a realizarles diluciones, comenzando
primero con una dilucién v/v: agua destilada/agua residual del 50%, 75% y 80%, las
cuales presentaron el mismo problema, la muerte celular de estas especies por

fragmentacién se debe a la alta toxicidad del efluente porcicola, por lo que se logré
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encontrar la adecuada dilucién que fue del 85% v/v: agua destilada/agua residual. En

la Tabla 3.3 se presenta la caracterizacion del efluente acondicionado + diluido.

Tabla 3.3 Caracterizacion del efluente porcicola diluido de la mejor prueba previa.

Valor promedio  Desviacion estandar

Fisicos Unidad -
(X) (s)
pH - 7.95 0.01
Temperatura °C 20 -
Sélidos totales mg ST/L 1830 527.762
Solidos totales mg STVIL 1281 369.433
volatiles
Sdlidos suspendidos mg SSTIL 132 o5 455
totales
Quimicos Unidad Valor pr_omedlo Desviacion estandar
o (X) (s)
DEMENER GUIMEREE  mo e g 178.96 13.799
oxigeno total
Foésforo total mg P/L 2.35 0.183
Nitrégeno total mg N-NTK/L 246.4 2.8
N/P - 104.85 -
Microbiolégico Unidad Valor pr_omedlo Desviacidon estandar
(X) (s)
Coliformes fecales ~ NMP/100 mL 2.4x10%° 0

En la dilucion del 85% v/v: agua destilada/agua residual, se pudo observar que las
especies no presentaron muerte celular, y que esta dilucién fue la adecuada como
medio de cultivo, en comparacion con el efluente crudo se logr6 mayor remocion
para cada parametro fisicoquimico y microbiolégico, para SST la remocion fue de
76.05%, para DQO la remocioén fue del 85.06%, para Pt del 80.22%, para Nt de
75.41% y por ultimo para coliformes fecales una remocion del 99.47%.

En la Tabla 3.4 se presenta el resumen de la caracterizacion de los efluentes
porcicola (efluente crudo, efluente acondicionado y efluente diluido) en comparacion
con los valores de limites permisibles de acuerdo al proyecto en modificacion de la
Norma Oficial Mexicana NOM-001-SEMARNAT-1996, que establece los limites
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méaximos permisibles de contaminantes en las descargas de aguas residuales en
aguas y bienes nacionales para quedar como proyecto de modificacion de la Norma
Oficial Mexicana PROY-NOM-001-SEMARNAT-2017, que establece los limites
permisibles de contaminantes en las descargas de aguas residuales en cuerpos

receptores propiedad de la nacion.

Tabla 3.4 Resumen de la caracterizacion de los efluentes porcicolas en comparacion con los
valores de limites permisibles de acuerdo a PROY-NOM-001-SEMARNAT-2017.

Parametro Unidad | Valor promedio Limite Permisible
EPC. EPA. | EPA+D. | * | % | wxx | s
pH - 7.30 7.82 7.95 6.5—8.5
T °C 20 20 20 35
ST mg ST/L | 5453.33 | 4680 1830 NA
STV mg STV/IL | 3193.33 | 3079.33 | 1281 NA
SST mg SST/L | 551.33 | 159.33 132 | 72 | 24 | 36 120
DQO; mg OJJL | 1198.13 | 934.04 | 178.96 | 180 | 120 | 72 | 180
Py mg P/L 11.91 8.52 2355 | 18 | 15 |NA| NA
N mg N-NTK/L | 1002.40 | 940.80 | 2464 | 30 | 25 | NA| NA
C‘f"'formes NMP/100 MI | 4.60x10° | 2.4x10% | 2.4x10° -
ecales

EPC. Efluente Porcicola Crudo, EPA. Efluente Porcicola Acondicionado, EPD. Efluente Porcicola
Acondionado+Diluido, NA. No Aplica.

* Rios, arroyos, canales y drenes

*Embalses, lagos y lagunas

*** Suelo: Riego de areas verdes

**x% Suelo: Infiltracion y otros riego

En la Tabla 3.4 se observa que los parametros de ST, STV y Coliformes fecales no
presentan valor en el limite permisible de acuerdo al PROY- NOM-001-SEMARNAT-
2017, debido a que estos no son parametros de contaminacion dado que ST y STV
son parametros para biosoélidos o lodos, y Coliformes fecales es un indicador
bacteriologico de contaminacion para lodos de acuerdo a la NOM-004-SEMARNAT-
2002, sin embargo este indicador nos proporciona la informacidon necesaria para
saber que a pesar de la separacién previa que se hace de la excreta sélida a la

limpieza de los corrales, los patdogenos presentes en el grupo de coliformes fecales
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nos indica que el agua de lavado durante la limpieza de los corrales arrastra

particulas o fracciones sdlidas de excremento.

El valor promedio de pH para los tres efluentes (Crudo, acondicionado y diluido)
estan dentro de los limites permisibles, para el caso de SST ninguno de los tres
efluentes cae dentro de ningun limite permisible de los cuatro tipos de cuerpos
receptores, para la DQOr+ el valor de efluente diluido fue el Unico que logro llegar a
los limites permisibles de los cuatro tipos de cuerpos receptores presentados en la
Tabla 3.4, se puede observar que el Pt fue el Unico parametro que en los valores
promedios de los tres tipos de efluentes logro llegar al limite permisible de los dos
tipos de cuerpos receptores presentados en la tabla, para el caso de los dos tipos de
suelo, no aplica el limite permisible, sin embargo lo idoneo en el montaje de cinéticas
es disminuir lo mas posible el valor de P+t. Para el Nt se observa que al igual que el
Pr, los limites permisibles para los dos tipos de suelo, no aplica, sin embargo
ninguno de los tres tipos de efluentes cae en el limite permisible de los dos tipos de
cuerpos receptores, por lo que es necesario enfocarnos en este parametro para bajar

lo mas que se pueda su valor.

3.2 Etapa 2 Propagacion de las especies Spirulina maxima y Chlorella spp en

fotobiorreactores con nutrientes sintéticos

Adaptar las especies Spirulina maxima y Chlorella spp. a un medio de cultivo artificial
necesario para su crecimiento de acuerdo a las recomendaciones dadas de los
centros de investigacion de donde se adquirieron, para su posterior experimentacion.
En la Figura 3.1 se muestra la propagacién de ambas especies en el laboratorio de
ambiental 1l del Instituto Tecnoldgico de Orizaba, en la parte superior del estante se
aprecia los fotobiorreactores que contienen el cultivo de Spirulina maxima, y en la

parte inferior los fotobiorreactores con el cultivo de Chlorella spp.
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Figura 3.1 Propagacion de Spirulina maxima (superior) y Chlorella spp (inferior)

3.2.1 Cianobacteria: Spirulina maxima

De acuerdo con las recomendaciones sugeridas por la universidad de Texas y el
CINVESTAV para el correcto crecimiento de la cepa de Spirulina maxima se utilizo el
medio de cultivo alcalino UTEX. En la Figura 3.2 se presentan las células de la
cianobacteria Spirulina maxima vistas desde microscopio del Laboratorio de

Ambiental 1l del Instituto Tecnoldgico de Orizaba.

Figura 3.2 Células de Spirulina maxima vistas desde microscopio. A) 40x B) 100x
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3.2.2 Microalga: Chlorella spp

El Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste, recomendd para el correcto
crecimiento de la cepa de Chlorella spp. EI medio de cultivo alcalino 3N-BBM+V
(CCAP) (medio Bold-Basal con Nitrégeno y Vitaminas triples; modificado). Se recibio
30 mL de la cepa Chlorella spp. Y para su propagacion se procedié a sembrar 5 mL
de la cepa en 6 matraces Erlenmeyer con 250 mL de medio de cultivo. En la Figura
3.3 se observan células de la microalga Chlorella spp vistas desde microscopio del

laboratorio de ambiental Il del Instituto Tecnoldgico de Orizaba.

Figura 3.3 Células de Chlorella spp vistas desde microscopio. A) 40x B) 100x

3.3 Etapa 3 Pruebas experimentales para la remocidon simultanea de nitrégeno y
fosforo en efluentes de origen porcicola, empleando las especies Spirulina
maximay Chlorella spp.

3.3.1 Degradacién de nitrégeno durante el desarrollo de Spirulina maxima

En la figura 3.4 se presenta la disminucion o remocién de Nt durante los seis dias de
operacion experimental, los valores presentados en la grafica de cada uno de los
seis dias corresponden al valor promedio para cada concentracion con su respectiva
replica. De acuerdo al PROY-NOM-001-SEMARNAT-1996, establece el valor limite
permisible de 30 mg N-/L de promedio diario para descargas en cuerpos receptores
como rios, arroyos, canales y drenes, y un valor limite permisible de 25 mg P/L de

promedio diario para embalses, lagos y lagunas. Se puede observar que para el
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cuarto dia de operacion experimental la concentracion del 25% llegd al limite
permisible de promedio diario para los dos tipos de cuerpos receptores y para el
sexto dia logré la remocion del 100%, para la concentracion del 50% requirié de tres
dias de operacion para poder cumplir con el limite permisible para rios, arroyos,
canales y drenes, y de cuatro dias para embalses, lagos y lagunas, sin embargo para
el ultimo dia de operacion logré6 una remocién del 89.87%. Se observd que la
concentracion del 75% seguia siendo un medio de cultivo toxico debido a que
pasando 24 horas, se notd un cambio de color en el cultivo y bajo el microscopio a
comparacion de las otra concentraciones se observé una disminucion de células de
Spirulina maxima asi como fragmentacion o ruptura de las células, cabe mencionar
gue esta situacion se dio tanto en la réplica como en la muestra original del 75%,
aunque se presentd mayormente en la muestra original, motivo por el que la
desviacion estandar presentados en las barras de error son muy altos. A pesar de
haber sido un medio téxico, logré cumplir con el limite permisible de ambos

receptores hasta el dia seis, con una remocion del 83.33%.

Nitrégeno total (Spirulina maxima)
160.00
150.00 —e— 25%
140.00 1 —e— 50%
130.00 | l 75%
120.00 ----LP Rios, Arroyos, Canales y Drenes
110.00 l
100.00
90.00
80.00 [
70.00 }____—————-.____
60.00 S l I

——LP Embalses, Lagos y Lagunas

mg N-NTK/L

50.00

000 = 1

30.00 ----------------------------L'-i‘i‘#-t_-__-_--.-_-_-_--_ -----------------------------------------
20.00 —
10.00 —
0.00 . S

Tiempo (dias)

Figura 3.4 Remocion de nitrdgeno por Spirulina maxima
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Olguin et al. (2003) citado en Cai et al. (2013), reportaron una remocién de nitrégeno
amoniacal de 84-96% en aguas residuales de porqueriza mediante un proceso
semicontinuo y Phang et al. (2000) citado en Cai et al. (2013) reportan una remocion
de 96-100% de nitrdgeno amoniacal presente en aguas residuales empleando
Spirulina platensis en un tiempo de 15 dias en un proceso batch. El tiempo que se
empled en este proyecto fue menos de la mitad presentado por Phang et al. (2000) y
la concentracion del 25% logro la remocion del 100% cayendo dentro de este
intervalo reportado. La concentracion de 25% logré sobrepasar el intervalo reportado
por Olguin et al. (2003) lo que resulta favorable, la concentracion de 50% cae dentro
de este intervalo y la concentracion de 75% no quedd muy lejos de este intervalo y

logro entrar dentro de los limites permisibles, lo cual es favorable.
3.3.2 Degradacion de nitrogeno durante el desarrollo de Chlorella spp.

Una observacion que se debe tomar en cuenta en esta etapa, es que los valores del
dia uno de Nt son diferentes en ambas especies si las comparamos con su
respectiva concentracion, es decir los valores son muy distantes, esto pudo ocurrir al
momento de montar las cinéticas debido a que ambas especies usan distintos
medios de cultivo artificial y el 30% del volumen algal que se adicioné a los
fotobiorreactores de ambos medios artificiales pudo variar en los nutrientes de Ny P,
esa seria la razén del porque los valores de Nt en los fotobiorreactores de Chlorella

spp son mas altos ligeramente que los de Spirulina maxima.

La Figura 3.5 presenta la degradacion de Nt a lo largo de seis dia mediante la
microalga Chlorella spp, como se puede observar, el experimento de la
concentracion del 25%, para el dia cuatro el valor de Nt ya se encontraba dentro de
ambos limites permisibles de promedio diario de acuerdo a la PROY-NOM-001-
SEMARNAT-2017, y para el ultimo dia de operacion logré una remocion del 100%, la
concentracion del 50% para el dia cinco ya habia logrado pasar por los limites
permisibles de ambos cuerpos receptores, el cual para el Ultimo dia de operacion

logro una remocion del 98.63%. A diferencia de las pruebas con Spirulina maxima, se
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observa que este medio en la concentracién de 75% no fue téxico para esta alga ya
gue no presentd las caracteristicas de la Spirulina maxima ya mencionadas en el
apartado 3.3.1. Para la concentracion del 75%, se observa que en estos seis dias de
operacion a pesar que no logré llegar a los limites permisibles, obtuvo una remocién
del 67.15%.
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Figura 3.5 Remocién de nitrégeno por Chlorella spp.

Gonzales et al. (1997) citado en Cai et al. (2013), reportaron una remociéon de
nitrégeno amoniacal de 30-95% en aguas residuales industriales empleando la
especie Chlorella vulgaris en un tiempo de remocion de 5-9 dias en proceso batch,
Wang et al. (2010) citado en Cai et al. (2013) emplearon Chlorella spp en lodos
diluidos procedentes de la digestion anaerobia de estiércol de ganado en proceso
batch por un tiempo de 21 dias reportando una remocion 76-83% de Nt y Li et al.
(2011) citado en Hernandez-Pérez et al. (2014) utilizaron Chlorella spp para el
tratamiento de aguas residuales municipales altamente concentradas removiendo
93,9% para amonio y 89,1% para nitrogeno total. La concentracion del 25% logré una
remocion del 100% y logro estar por encima de los reportados, lo cual es excelente

para nuestro proyecto, la concentracion del 50% logré una remocién del 98.63% en

74



Resultados y Discusién

solo seis dias sobrepasando lo reportado, lo que es favorable. La concentracion del
75% cae dentro de los valores reportados por Gonzales et al. (1997) y no esta tan
lejos de los valores reportados por Wang et al. (2010). Tam and Wong (1996) citado
en Hernandez-Pérez et al. (2014) menciona que es importante considerar que altas
concentraciones de nitrogeno en forma de amonio, no afectan significativamente el

crecimiento de C. vulgaris.
3.3.3 Degradacion de fosforo durante el desarrollo de Spirulina maxima

En la Figura 3.6 se presenta la disminucion de P+, durante los seis dias de operacion
experimental, de acuerdo al PROY-NOM-001-SEMARNAT-1996, establece el valor
limite permisible de 18 mg P/L de promedio diario para descargas en cuerpos
receptores como rios, arroyos, canales y drenes, y un valor limite permisible de 15

mg P/L de promedio diario para embalses, lagos y lagunas.

De acuerdo a la Tabla 3.3 el valor del Pt del efluente porcicola acondicionado +
diluido es de 2.355 mg P/L, cuyo valor ya est4 dentro de ambos limites permisibles,
pero se puede observar en la Figura 3.6 que los valores iniciales de Pt en las
distintas concentraciones aumentaron ligeramente, esto como ya se menciono en el
apartado 3.3.2 se debe al medio de cultivo artificial que aumento la concentracion del
nutriente del efluente porcicola acondicionado+diluido en sus distintas
concentraciones, sin embargo este aumento sigue estando dentro de los limites
permisibles, aun asi se prosiguié con la remocién en la cual en el dia seis la
concentracion de 25% logro una remocion de 50.16%, la concentracién del 50% una
remocion del 23.07% y la concentracion del 75% no presenté disminucion en la
concentracion del nutriente, esto debido a que el medio fue toxico para la alga lo que
ocasiond la muerte y fragmentacion celular, la fragmentacion es dificil separarla del
medio por lo que al hacer la determinacion, esta no solo determiné el Pt del medio, si
no de las células fragmentadas, dando valores altos y distintos, por lo que no

presento porcentaje de remocion.
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Olguin et al. (2003) citado en Cai et al. (2013), reportaron una remocién de ortofosfato
total de 72-87% en aguas residuales de porqueriza mediante un proceso
semicontinuo y Phang et al. (2000) citado en Cai et al. (2013) reportan una remocion
ortofosfato total de 87-99% presente en aguas residuales empleando Spirulina
platensis en un tiempo de 15 dias en un proceso batch. Ninguna de las tres
concentraciones quedd dentro de los intervalos de remocion de ambos autores, sin
embargo se logroé llegar a los limites permisibles y se logré para las concentraciones

de 25% y 50% una minima reduccion del Pr.
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Figura 3.6 Remocién de fosforo por Spirulina maxima

3.3.4 Degradacion de fosforo durante el desarrollo de Chlorella spp

Se puede observar en las graficas que la toxicidad de la concentracién del 75%, solo
afecto a la Spirulina maxima, ya que se puede apreciar en la Figura 3.7 asi como en
la 3.5 que tiene un buen comportamiento al mostrar la reduccion de la concentracion
de los nutriente en los seis dias de operacion experimental. Al igual que las pruebas
de Pt por medio de Spirulina maxima, los valores del primer dia de operacion estan

dentro de los dos limites permisibles de ambos cuerpos receptores cumpliendo con
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la PROY-NOM-001-SEMARNAT-2017, sin embargo para el dia seis la concentracion
de 25% removid el 56.48%, la concentracion del 50% el 43.75% y la concentracion
del 75% de 39.95%.
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Figura 3.7 Remocién de fosforo por Chlorella spp.

Gonzales et al. (1997) citado en Cai et al. (2013), reportaron una remocién de P+ del
20-55% en aguas residuales industriales empleando la especie Chlorella vulgaris en
un tiempo de remocion de 5-9 dias en proceso batch, Wang et al. (2010) citado en
Cai et al. (2013) emplearon Chlorella spp en lodos diluidos procedentes de la
digestion anaerobia de estiércol de ganado en proceso batch por un tiempo de 21
dias reportando una remocién 63-75% de Pty Li et al. (2011) citado en Hernandez-
Pérez et al. (2014) utilizaron Chlorella spp para el tratamiento de aguas residuales
municipales altamente concentradas removiendo 80,9% de Py. Los valores de
remocion de las concentraciones del 50% y 75% solo se encuentran dentro de los
valores reportados por Gonzales et al. (1997) citado en Cai et al. (2013), para el caso
de la concentracion del 25% este se pasoé del intervalo, sin embargo el resultado

obtenido fue bueno. A pesar de que los valores ya estaban dentro de los limites
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permisibles, se logré disminuir ligeramente la concentracion de Py presente en los

tres medios.
3.4 Etapa 4 Caracterizacion del efluente tratado y evaluacion de la calidad.
3.4.1 Monitoreo de pH durante el desarrollo de Spirulina maxima.

El comportamiento del pH se mantuvo dentro de los valores aceptables para su
propagacion de acuerdo a Quintero-Rodriguez et al. (2016) de pH 8.5y 11.5. En la
Figura 3.8 se presentan los resultados del monitoreo de pH para la cianobacteria

Spirulina maxima en los seis dias de operacion.
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Figura 3.8 Monitoreo de pH con Spirulina maxima

Se puede observar en la gréfica, los valores de pH del primer dia para las tres
concentraciones son muy altos en comparacion con el pH de 7.95 del efluente
porcicola acondicionado + diluido que se reporta en la Tabla 3.3, este pH alto se
debe al 30% medio de cultivo algal que se adiciond a los fotobiorreactores en el

montaje de las cinéticas, el cual ya presentaba un pH de 9.47. Los valores de pH
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para las tres concentraciones se mantuvieron constantes, al tratarse de un alga que
se propaga en un medio alcalino, los valores no se encuentran dentro del rango de
limite permisible de la PROY-NOM-001-SEMARNAT-2017

3.4.2 Monitoreo de pH durante el desarrollo de Chlorella spp.

En la Figura 3.9 se presentan el monitoreo de pH para la microalga Chlorella spp en
los seis dias de operacion, de acuerdo a Benavente- Valdés, et al. (2012) el rango de
pH para la mayoria de los cultivos de microalgas esta entre 7 y 9. Se puede observar
qgue el medio de cultivo algal del 30% no afecto al pH del dia uno de las tres
concentraciones, los valores de las tres concentraciones a lo largo de las pruebas
experimentales se mantuvieron constantes, y dentro del rango 6ptimo de crecimiento
y del rango limite permisible de la PROY-NOM-001-SEMARNAT-2017.
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Figura 3.9 Monitoreo de pH con Chlorella spp.
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3.4.3 Monitoreo de DQO durante el desarrollo de Spirulina maxima

En la Figura 3.10 se presenta el monitoreo de DQO, en el que se grafico el promedio
total de las tres concentraciones en los seis dias de prueba experimental empleando
Spirulina maxima. De acuerdo a la Tabla 3.3 se reporté una DQO+ de 178.96 de mg
O./L en el efluente porcicola acondicionado + diluido, el cual con las concentraciones
de los fotobiorreactores lograron bajar un poco més los valores de DQO como se
aprecia en la Figura 3.10 para el dia uno, el cual como se puede observar los valores
son distintos para todos, esto se debe a la concentracién de alimentacion de cada

prueba, entre mayor es su diluciéon con agua, menor es su DQO.
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Figura 3.10 Monitoreo de DQO con Spirulina maxima

Las concentraciones del 25 y 50% desde el dia uno se encuentran dentro de los
cuatro limites permisibles que se presentan en el PROY-NOM-001-SEMARNAT-
2017, para el dia dos aumentan ligeramente los valores de la DQO+, esto pudo
ocurrir debido a la homogeneizacion de los fotobiorreactores, los valores de DQO+t se
mantuvieron constantes hasta el dia seis, no se presentd remocion en ninguna

concentracion pero cumplieron con los cuatro limites permisibles, siendo la
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concentracion del 25% que obtuvo una DQO+t muy baja con un valor de 36.22 mg
O./L. La concentracion del 75% se vio afectada por la toxicidad del medio, ya que al
sufrir fragmentacion o ruptura las células de Spirulina maxima, estos fragmentos ya
no son faciles de separar del medio de cultivo, y al determinar DQO+ adquiere otro
valor mas alto por la presencia de fragmentos de la cianobacteria, es por esta razon
que va incrementando con el tiempo el valor de su DQO-~, alun asi logr6 mantenerse
solo dentro de tres limites permisibles: rios, arroyos, canales y drenes, embalses,

lagos y lagunas, y por ultimo infiltracion y otros riegos.
3.4.4 Monitoreo de DQO durante el desarrollo de Chlorella spp.

En la Figura 3.11 se presenta el monitoreo de DQO+ de las tres concentraciones en

los seis dias de experimentacion empleando Chlorella spp.
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Figura 3.11 Monitoreo de DQO con Chlorella spp.

Podemos observar que los valores de DQO+ en el tiempo de experimentacion en
comparacion con las pruebas con Spirulina maxima estos presentan una disminucion

con el tiempo y se logré obtener porcentajes de remocién, para la concentracion del
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25% se obtuvo una remocion de 88.74%, para la concentraciéon del 50% una
remocion de 79.18% y la concentracién del 75% una remocién de 72.51%, del dia
dos al ultimo dia de experimentacion, las tres concentraciones se lograron mantener
dentro de los cuatros limites permisibles de acuerdo a la PROY-NOM-001-
SEMARNAT-2017.

Sin embargo Mezzomo et al. (2010) mencionan que se observé remocion de DQO
durante las corridas experimentales asi como también en aquellas pruebas que
presentaron muerte celular, esto se puede explicar por el hecho de que la eliminacion
de la DQO podria no haber sido realizada exclusivamente por la microalga Spirulina,
sino también por otros microorganismos en las agua residuales. Mencionan también
gue segun Metcalf y Eddy (1993) y Ramalho (1980) la oxidacion quimica causada
por la aireacion del sistema, que en este caso fue la bomba de aire para acuario

también puede promover la reduccién de la DQO de los medios.

Godos et al. (2009) citado en Hernandez-Pérez et al. (2014) reporta que al tratar
aguas residuales desde porquerizas en HRAP, obtuvieron una remocion de 76 *
11%. Por otro lado, Wang et al. (2010) citado en Hernandez-Pérez et al. (2014)
obtuvieron las mas bajas con 27,4 a 38,4% de remocion para aguas residuales
desde lodos de digestion anaerobia de estiércol de vacunos. Por ultimo, Li et al.
(2011) citado en Hernandez-Pérez et al. (2014) registran valores de DQO de 90,3 y
90,8% en sus experimentos con Chlorella spp, concluyendo que las microalgas
utilizaban rapidamente diferentes compuestos organicos como fuente de carbono,

ademas del CO.,.

3.4.5 Caracterizacion del efluente tratado biolégicamente por medio de la

Spirulina maxima

En la Tabla 3.5 se presenta la caracterizacion de las tres concentraciones de
efluentes porcicola después de su tratamiento biolégico de seis dias por medio de
Spirulina maxima, comparandolos con sus valores limites permisibles de la PROY-
NOM-001-SEMARNAT-2017.
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Tabla 3.5 Caracterizacion de los efluente porcicola tratados biolégicamente por medio de

Spirulina maxima en comparacion con los valores de limites permisibles de acuerdo a
PROY-NOM-001-SEMARNAT-2017.

Parametro Unidad . Valor promedio de EPTB Limite Permisible
25% 50% 75% * ’ ** *k*k ’ *kkk
pH - 9.64 9.61 9.35 6.5-8.5

T °C 23 23 23 35

ST mg ST/L 160.12 320.25 | 480.375 NA

STV mg STV/L 112.08 224.17 336.26 NA
SST mg SST/L 11.55 23.10 34.65 72 | 24 |36 | 120
DQOr mg O»/L 36.22 67.21 110.66 | 180 | 120 | 72 | 180
Pr mg P/L 2.95 4.44 5.94 18 | 15 [NA | NA
N mg N-NTK/L 0 7.52 22.40 30 | 25 |NA| NA
N/P - 0 1.69 3.77 NA | NA |NA[ NA

EPTB. Efluente Porcicola Tratado Biologicamente, NA. No aplica

* Rios, arroyos, canales y drenes

*Embalses, lagos y lagunas

*** Suelo: Riego de areas verdes

**+x Suelo: Infiltracion y otros riego

Se observa que para el pH ninguna concentracion logré cumplir con el limite
permisible, por lo que para poder descargar ese efluente alcalino en algin cuerpo
receptor se debe neutralizar para poder disminuir el pH. Las determinaciones de STy
STV no aplican para el PROY-NOM-001-SEMARNAT-2017, sin embargo se reportan
los resultados para observar que aun en diluciones, el efluente porcicola presenta
materia organica e inorganica. Los valores reportados de SST para las
concentraciones del 25% y 50% cumplen con los cuatro limites permisibles para
descarga en cada uno de los diferentes tipos de grupos de cuerpos receptores, sin
embargo la concentracion del 75% solo cumple con tres limites, no cumpliendo el
limite permisible para descarga en embalses, lagos y lagunas. Para la DQO+, se
observa que la concentracion del 25% y 50% cumplen con los cuatro limites
permisibles, sin embargo la concentracion del 75% solo cumple con tres limites, no
logrando el limite permisible para descarga en suelo: riego de areas verdes. Para la

determinacién de Pt Y Nr, se observa que los limites permisibles no aplican para
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suelos, aun asi para ambas determinaciones, las tres concentraciones lograron

cumplir con los otros dos limites permisibles.

En la Tabla 3.6 se presentan las determinaciones que son considerados como
indicadores de contaminacién por la PROY-NOM-001-SEMARNAT-2017, con sus
respectivos valores promedios iniciales de efluente porcicola crudo, y los valores
promedios finales de efluente porcicola tratado biolégicamente para cada una de las
tres concentraciones de experimentacion con su porcentaje de remocion R%. Se
observa que la mayor remocién en cada una de las determinaciones se la llevo la
concentracion del 25%, seguido del 50% y por ultimo el 75% el cual presentd un

medio téxico.

Tabla 3.6 Porcentaje de remocion de los valores promedios de la caracterizacion de EPC
con los valores promedio de EPTB por medio de Spirulina maxima de las tres

concentraciones de experimentacion.

Pardmetro Unidad Valor Valor promedio de EPTB R%
EPC. 25% 50% 75% 25% | 50% | 75%
SST mg SST/L 551.33 11.55 23.10 34.65 97.91 | 95.81 | 93.72
DQO+ mg O,/L 1198.13 | 36.22 67.21 110.66 | 96.98 | 94.39 | 90.76
Pt mg P/L 11.91 2.95 4.44 5.94 75.23 | 62.72 | 50.13
Nt mg N-NTK/L | 1002.40 0 7.52 22.40 100.0 | 99.25 | 97.77

EPC. Efluente Porcicola Crudo. EPTB. Efluente Porcicola Tratado Biol6gicamente. R% Porcentaje de
remocion.

En la Tabla 3.6 se presentan las determinaciones que son considerados como
indicadores de contaminacién por la PROY-NOM-001-SEMARNAT-2017, con sus
respectivos valores promedios iniciales de efluente porcicola crudo, y los valores
promedios finales de efluente porcicola tratado biologicamente para cada una de las
tres concentraciones de experimentacion con su porcentaje de remocion R%. Se
observa que la mayor remocién en cada una de las determinaciones se la llevo la
concentracion del 25%, seguido del 50% y por ultimo el 75% el cual presentd un

medio téxico.
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3.4.6 Caracterizaciéon del efluente tratado bioldégicamente por medio de
Chlorella spp

En la Tabla 3.7 se presenta la caracterizacion de las tres concentraciones de
efluentes porcicola después de su tratamiento biolégico de seis dias por medio de
Chlorella spp, comparandolos con sus valores limites permisibles de la PROY-NOM-
001-SEMARNAT-2017.

Tabla 3.7 Caracterizacién de los efluente porcicola tratados biolégicamente por medio de
Chlorella spp en comparaciéon con los valores de limites permisibles de acuerdo a PROY-
NOM-001-SEMARNAT-2017.

| Valor promedio de EPTB Limite Permisible
Parametro Unidad 25% 50% 75% T T
pH - 7.69 8.01 8.23 6.5-8.5

T °C 27 27 27 35
ST mg ST/L 140.52 300.50 460.57 NA
STV mg STV/L 92.80 204.71 316.62 NA

SST mg SST/L 8.55 20.94 29.91 72 24 | 36 | 120

DQO+ mg O,/L 1.73 7.70 20.65 180 | 120 [ 72 | 180

P mg P/L 2.94 3.87 4.10 18 15 | NA| NA

N+ mg N-NTK/L 0 1.40 49.67 30 25 NA [ NA

N/P - 0 0.25 12.11 NA NA [ NA | NA

EPTB. Efluente Porcicola Tratado Biologicamente, NA. No aplica

* Rios, arroyos, canales y drenes

*Embalses, lagos y lagunas

*** Suelo: Riego de areas verdes

**x% Suelo: Infiltracion y otros riego

Se observa que para el pH las tres concentraciones cumplieron con el limite
permisible. Los valores reportados de SST para las concentraciones de 25% y 50%
cumplen con los cuatro limites permisibles para descarga en cada uno de los
diferentes tipos de grupos de cuerpos receptores, sin embargo la concentracion del
75% solo cumple con tres limites, no cumpliendo el limite permisible para descarga
en embalses, lagos y lagunas. Para la DQOt, se observa que las tres
concentraciones cumplen con el limite permisible para cada uno de los cuatro grupos

receptores. Para la determinacion de Pty N, se observa que los limites permisibles
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no aplican para suelos, aun asi para P+ las tres concentraciones logran cumplir con el
limite permisible de los dos grupos y para Nt se observa que solo las
concentraciones de 25 y 50% logran cumplir con el limite permisible, pero el 75% no
logro llegar a los limites permisibles para los dos grupos de cuerpos receptores
reportados por el PROY-NOM-001-SEMARNAT-2017.

Tabla 3.8 Porcentaje de remocién de los valores promedios de la caracterizacion de EPC
con los valores promedio de EPTB por medio de Chlorella spp de las tres concentraciones

de experimentacion.

, . Valor Valor promedio de EPTB R%
Parametro | Unidad EPC. | 25% | 50% 75% | 25% | 50% | 75%
SST mg SST/L | 55133 | 855 | 2094 | 29.91 | 98.45  96.20 | 94.57
DQO; mg OJL | 1198.13 | 1.73 | 7.70 | 20.65 | 99.86  99.36  98.28
P, mg P/L 1101 | 294 | 387 410 | 7531 | 67.51 | 6558
Ny mg N-NTK/L | 100240 | 0 1.40 | 49.67 | 100.0 | 99.86 | 95.04

EPC. Efluente Porcicola Crudo. EPTB. Efluente Porcicola Tratado Bioldgicamente. R% Porcentaje de
remocion.

En la Tabla 3.8 se presentan las determinaciones que son considerados como
indicadores de contaminacion de acuerdo al PROY-NOM-001-SEMARNAT-2017, con
el porcentaje de remocion que va de los valores iniciales del efluente porcicola crudo
a los valores promedios finales de efluente porcicola tratado biol6gicamente por
medio de Chlorella spp. Se observa que la mayor remocion en cada una de las
determinaciones se las lleva la concentracion del 25%, seguido del 50% y por ultimo

el 75% el cual presenté un medio téxico.

3.5 Etapa 5 Evaluacion del desarrollo poblacional de las especies Spirulina

maximay Chlorella spp
3.5.1 Crecimiento celular durante el desarrollo de Spirulina maxima

En la Figura 3.12 se presenta el incremento de la densidad celular de la microalga
Spirulina maxima durante los seis dias de operacion, de acuerdo a la Figura 1.4, el

experimento de la concentracidén del 25% logré la mayor concentracion celular de los
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experimentos con una concentracion de 332,500 células de Spirulina maxima/mL. La
concentracion del 75% presento durante el tiempo de experimentacion la disminucion
en su concentracion celular esto debido a la muerte celular llegando a una

concentracion celular de 51,250 células de Spirulina maxima/L.

Concentracion celular (Spirulina maxima)
3.50E+05
4
——25% /
3.00E+05 -
—e—50% // /’_’.‘l
2.50E+05 - ——T75% “,_-"..—-'
-
E 2.00E+05 — —
[
3 —
E 1.50E+05
—
1.00E+05 ~.
\L_.__________‘
L‘_""‘---.___‘_
5.00E+04
0.00E+00
1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5 5.5 6 6.5
Tiempo (Dias)

Figura 3.12 Concentracion celular durante el desarrollo de Spirulina maxima

De acuerdo a estudios realizados por Ayala y Vargas (1987) citados en Mezzomo et
al. (2010) sobre el uso de aguas residuales porcinas para el cultivo de Spirulina,
concluyeron que el agua residual porcina era toxica para las microalgas cuando se
usaba sin dilucion, porque la coloracién de las aguas residuales causa problemas de
penetracion de luz solar en el medio de cultivo, y Canizares-Villanueva et al. (1995)
citados en Mezzomo et al. (2010) Informaron que la dilucion de aguas residuales es
necesaria para reducir el efecto téxico del amoniaco que inhibe el crecimiento de las
microalgas.

Con los valores obtenidos de densidad celular, se pudo determinar la tasa de
crecimiento celular (u), el tiempo de duplicacion (tg) y el nUmero de generaciones

(ng). Los valores obtenidos se muestran en la Tabla 3.9:
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Tabla 3.9 Pardmetros cinéticos de crecimiento de Spirulina maxima  para cada

concentracion.

Parametros 25% 50% 75%
u (dia™) 0.21 0.17 NA
tq (dia) 3.33 4.20 NA

ng 1.20 0.95 NA

NA. No aplica

Los parametros cinéticos para la concentracion del 75% no aplican debido a que no
hubo crecimiento celular por la toxicidad de la concentracion. En los cinco dias de
fase exponencial, la que presenté mejores resultados fue la concentracion del 25%,
obtuvo la mejor tasa especifica de crecimiento de 0.21 dia™, tan solo una célula de
Spirulina maxima tarda en duplicarse 3.33 dias, y en esta fase exponencial se
presentdé 1.20 generaciones. Estos valores son bajos (no tan lejanos) comparados
con los de Dominguez (2014) quien evalué el desempefio de la Spirulina maxima en
el proceso de bioconversidon de CO, contenido en biogas, a O, y biomasa, que
obtuvo mejores valores para crecimiento celular (n) de 0.25 dia™, tiempo de

duplicacién (td) de 2.75 dias y 2.18 generaciones.
3.5.2 Crecimiento celular durante el desarrollo de Chlorella spp.

En la Figura 3.13 se presenta el crecimiento celular de Chlorella spp durante el
desarrollo experimental. Se observa que el comportamiento en el crecimiento celular
de la microalga Chlorella spp en esta experimentacion es diferente al de la Spirulina
maxima, ya que las tres concentraciones presentan solo fase de crecimiento
exponencial en los seis dias de operacidon, presentando el experimento de la
concentracion del 25% la mayor concentracion celular de 10,725,000 células de

Chlorella spp/mL.

En la Tabla 3.10 se presenta la tasa de crecimiento celular (u), el tiempo de
duplicacién (ty) y el numero de generaciones (ng) de las tres concentraciones

distintas:
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Concentracion celular (Chlorella spp)
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Figura 3.13 Concentracién celular durante el desarrollo de Chlorella spp.

Tabla 3.10 Parametros cinéticos de crecimiento de Chlorella spp para cada concentracién.

Parametros 25% 50% 75%
i (dia™) 0.16 0.11 0.09
tq (dia) 4.25 6.16 7.65

Ng 1.18 0.81 0.65

El experimento que presentd mejores resultados fue el de la concentracion del 25%,
obtuvo una tasa especifica de crecimiento de 0.16 dia®, con un tiempo de
duplicacién de 4.25 dias, y en su fase exponencial presentdé 1.18 generaciones.
Estos valores son bajos pero no tan distantes, comparados a los reportados por
Gonzélez (2015) con una tasa de crecimiento celular de 0.3486 dia™ y con 1.98
generaciones, quien trabajo en encontrar las condiciones ambientales que permitan

obtener el mayor contenido de pigmentos en la microalga Chlorella spp.
3.5.3 Produccion de biomasa de Spirulina maxima

En la Figura 3.14 se presenta el promedio de la biomasa total producida en las

corridas de las tres concentraciones al sexto y ultimo dia de operacion, la mayor
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biomasa promedio se reporta para el fotobiorreactor de la concentracion de 25% con
un valor de 6302.5 mg de biomasa/L. Se muestra la barra de error de desviacion
estandar para cada concentracion, en la que podemos observar que la del valor mas
alto corresponde a la concentracion del 75% con un valor de 1523.81, ocasionado
por los distintos valores que se obtuvieron por la muerte celular. La productividad
para cada concentracion se presenta en la Tabla 3.11. El fotobiorreactor de la

concentracion del 25% fue el que mayor productividad presento.

Biomasa total (Spirulina maxima)

Biomasamg/L

25% 50% 75%
Concentraciones

Figura 3.14 Biomasa Spirulina maxima

Tabla 3.11 Productividad obtenida por Spirulina maxima

25% 50% 75%

Productividad )
mg L -dia’ 725.02 | 591.85

Feng and Wu (2005) citado en Huarachi et al. (2013), presentaron una productividad
de 0.17 g/L/dia en 14 dias de un cultivo de Spirulina platensis en fotobiorreactor de
columna de burbujas con un volumen util total de 1200 mL utilizando como medio de
cultivo orina humana. Converti et al. (2006) citado en Huarachi et al. (2013)
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produjeron Spirulina platensis en sistema combinado de reactor tubular con una
productividad de 0.71 g/L/dia al cabo de 15 dias de cultivo. Podemos observar que
los valores presentados en la Tabla 3.11 se encuentran cerca de los reportados por

otros autores.
3.5.4 Produccién de biomasa de Chlorella spp

En la Figura 3.15 se muestra el promedio de la biomasa total producida en las
corridas de las tres concentraciones al sexto y ultimo dia de operacion. La mayor
biomasa promedio se reporta para el fotobiorreactor de la concentracién de 25% con

un valor de 1680 mg de biomasa/L.

Biomasa total (Chlorella spp)
2000
1800
1600
1400
g 1200
o 1000
800
600
400
200

amg/L

Bioma

25% 50% 75%

Concentraciones

Figura 3.15 Biomasa Chlorella spp.

En la Tabla 3.12 se presenta la productividad obtenida por la microalga Chlorella spp
para cada concentracion, el cual el fotobiorreactor de la concentracion del 25% fue
el que mayor productividad presentd. Estos valores obtenidos se encuentran dentro
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del intervalo de 25-250 mg-L™-dia™ reportado como adecuado para la microalga, que
presento Gonzalez (2015).

Algunos autores como Ruiz et al. (2011) evaluaron la viabilidad de la eliminacién de
nutrientes por parte de la microalga Chlorella vulgaris, utilizando aguas residuales
urbanas como medio de cultivo, es decir, el efluente sometido a tratamiento biolégico
secundario en una planta de tratamiento de aguas residuales, en el cual se obtuvo
una productividad méaxima de 0.95 g SS-L™*-dia™® . Woertz et al. (2009) citado en
Byung-Gon et al. (2014) removieron nutrientes empleando la microalga Chlorella spp
en aguas residuales municipales con tratamiento secundario, obteniendo una

productividad de biomasa de 74.44 mg-L™*-dia™.

Tabla 3.12 Productividad obtenida por Chlorella spp

25% 50% 75%
191.89 | 114.57 | 95.78

Productividad
mg -L™" -dia™

3.6 Determinacidon de parametros cinéticos en la degradacion de nutrientes

3.6.1 Parametros cinéticos en la degradacion de nitrdgeno por medio de

Spirulina maxima

En la Tabla 3.13 se presentan los parametros cinéticos Ks y pUmax €n la degradacion

de nitr6geno durante el desarrollo de Spirulina maxima.

El experimento de la concentracidén del 25% indica que es la ideal para la remocion
de nitrégeno por medio de Spirulina maxima, ya que obtuvo una Ks baja, lo que
sugiere que es la concentracion que se encuentras mas cerca de su tasa de

1. El sustrato

crecimiento y un rendimiento de 83.91 mg células- mg nitrégeno
limitante para el experimento de la concentracion del 25% en Spirulina maxima fue el

N.
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Tabla 3.13 Parametros cinéticos de degradacion de nitrégeno en las pruebas experimentales

con Spirulina maxima

Parametro 25% | 50% | 75%
Mmax (dia™) 010 | 0.10 | NA
Ks (mg/L) 466 | 7.24 | NA

Y (mg células - mg nitrégeno 7) 8391 | 44.38 | NA

R2
0.98 [ 0.96 | NA
NA. No Aplica

3.6.2 Parametros cinéticos en la degradacion de nitrdgeno por medio de

Chlorella spp

En la Tabla 3.14 se puede observar que la concentracion del 25% es ideal para la
remocién de nitrégeno por medio de Chlorella spp, ya que obtuvo la Ks mas baja lo
qgue indica que esta se encuentra cerca de su tasa de crecimiento y obtuvo un

rendimiento de 17.13 mg células - mg nitrégeno *

Tabla 3.14 Parametros cinéticos de degradacion de nitrégeno en las pruebas experimentales

con Chlorella spp

Parametro 25% | 50% | 75%
-1

Mmax (dia™) 0.19 (011 0.21

Ks (mg/L) 0.72 | 1.19 | 67.88

Y (mg células - mg nitrégeno ) [ 1713 | 568 | 4.71

R2
0.96 | 0.99 ] 0.99

3.6.3 Parametros cinéticos en la degradacion de fosforo por medio de Spirulina

maxima

En la Tabla 3.15 se presentan los parametros cinéticos Ks y Umax €n la degradacion

de fosforo durante el desarrollo de Spirulina maxima:
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Tabla 3.15 Parametros cinéticos de degradacién de fésforo en las pruebas experimentales

con Spirulina maxima

Parametro 25% 50% 75%

Hmax (dia™) 0.05 0.04 | NA

Ks (mg/L) 3.04 337 | NA

Y (mg células - mg fosforo _1) 1224.70 | 2225.01 | NA
2

R 0.96 0.96 | NA
NA. No Aplica

A pesar de que los valores de Umax Y Ks Se encuentran cercanos, la concentracion del
25% es la ideal para la remocién de fosforo por medio de Spirulina maxima, ya que

obtuvo una Ks bajay un rendimiento de 1224.70 mg células - mg nitrégeno ™.

3.6.4 Parametros cinéticos en la degradacién de fosforo por medio de Chlorella

Spp

En la Tabla 3.16 se puede observar que la concentracion del 25% y 50% presentan
valores similares, sin embargo la concentracion del 50% nos indica que es la ideal
para la remocion de fésforo por medio de Chlorella spp, ya que obtuvo la Ks mas
baja de las tres concentraciones lo que indica que esta se encuentra cerca de su

tasa de crecimiento.

Tabla 3.16 Pardmetros cinéticos de degradacion de fosforo en las pruebas experimentales

con Chlorella spp

Parametro 25% 50% 75%
Hmax (dia™) 026 | 0.08 | 0.06
Ks (mg/L) 1.89 1.55 8.83

Y (mg células - mg fésforo ) | 252 15 | 190.32 | 176.07

R2
0.98 0.99 0.99
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Sin embrago para la degradacion de nutrientes por medio de la microalga Chlorella
spp, se tomara como el mejor experimento la de la concentracién del 25% en el que

el sustrato limitante es el fésforo.

Los valores obtenidos no estan tan distantes comparandolos con Jinsoo et al. (2013)
Que emplearon Chlorella vulgaris para la eliminacion de N y F del efluente
secundario de aguas residuales recolectado de una planta de tratamiento de aguas
residuales municipal, usaron dos densidades de células de algas iniciales, en la
densidad baja se reportd que el nitrégeno fue el sustrato limitante con una pmax de
0.01245 h™y una Ks de 0.0696 mg/L. Para la densidad alta, el f6sforo se convirtio
claramente en un sustrato limitante para el crecimiento con una pmax de 32.85 h™y
una Ks de 0.99 mg/L

3.7 Andlisis estadistico de los resultados obtenidos

En este apartado se presentan los andlisis de varianza de los resultados obtenidos
en la degradacion de nitrégeno, degradacion de fosforo y crecimiento celular de las
tres concentraciones para ambas especies, el cual nos sirve para poder identificar si
existe o no diferencia estadistica significativa entre las concentraciones y se comparé
con el método de Tukey-Kramer, estos analisis se llevaron a cabo mediante el
software NCSS 2007.

3.7.1 Degradacion de nitrogeno total por medio de Spirulina maxima

Se utiliz6 como variable de respuesta la degradacion o remocion de Nt empleando
Spirulina maxima, se tuvo como resultado que existe diferencia estadistica
significativa entre las tres concentraciones de experimentacion (Fc>F4: 6.17>3.68, el
valor de F calculada se muestra en la Figura 3.16). De acuerdo a las medias
presentadas en la Figura 3.16 y 3.17, la media mas baja la presentd el experimento
de la concentracion 25%, lo que indica que es el experimento que obtuvo la mejor
remocion de las pruebas experimentales. En la comparacion de grupos presentado

en la Figura 3.17 por el método de Tukey-Kramer, nos muestra que el experimento

95



Resultados y Discusién

de la concentracion del 75% es diferente de los otros dos, lo que significa que es el
que presenta la diferencia estadistica significativa.

Analysis of Variance Table

Source Sum of Mean Prob Power

Term DF Squares Square F-Ratic Lewvel (Alpha=0.05)
A: Concentracion 2 12287 24 5143.619 6.17 0.011063* 0.816953

S 15 14927 45 9951633

Total (Adjusted) 17 2721469

Total 18

* Term significant at alpha = 0.05

Means and Effects Section

Standard
Term Count Mean Error Effect
Al 18 47.76944 47.76944
A Concentracion
0.25 B 23125 12 87869 -24 54444
0.5 B 36.25 12 87869 -11.51944
0.75 B 83.93333 12 87869 36.16388

Figura 3.16 ANOVA de cinéticas al 25%, 50% y 75% de agua residual porcicola/ Spirulina

maxima. (Degradacién de Ny)

Tukey-Kramer Mu Itiple-f‘: omparison Test

Response: Degradacion N
Term A: Concentracian

Ipha=0.050 Error Term=5 DF=15 MSE=9951633 Critical Value=3.6734

Different From

Group Count Mean Groups
0.25 6 23.125 0.75
05 6 36.25 0.75
0.75 ] 83.93333 025 05

Figura 3.17 Método de Tukey-Kramer de cinéticas al 25%, 50% y 75% de agua residual

porcicola/ Spirulina maxima. (Degradacion de N)
3.7.2 Degradacion de nitrogeno por medio de Chlorella spp

Se tuvo como resultado que existe diferencia estadistica significativa entre las tres

concentraciones de experimentacion (Fc>F,: 5.12>3.68, el valor de F calculada se
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muestra en la Figura 3.18). En la Figura 3.18 y 3.19, se presentan las medias de los
experimentos, de las cuales la media mas baja corresponde al experimento con la
concentracion del 25%, lo que indica que es el que tuvo mejor remocion de las
pruebas. En la comparacion de grupos presentado en la Figura 3.19 por el método
de Tukey-Kramer, nos muestra que entre los experimentos de la concentracion del

25% y 75% existe diferencia estadistica significativa.

lAnalysis of Variance Table

Source Sum of Mean Preb Power

Term DF Squares Square F-Ratic Level (Alpha=0.05)
A Concentracion 2 13204.34 6602.169 512 0.020171* 0.736558

S 15 18338.19 1289.213

Total (Adjusted) 17 32542 53

Total 18

* Term significant at alpha = 0.05

Means and Effects Section

Standard
Term Count Mean Error Effect
Il 18 57.45889 57.45889
- Concentracién
0.25 6 28.54 14.6584 -28.91889
0.5 6 5016667 14.65584 -7.292222
0.75 G 93.67 14 65584 36.21111

Figura 3.18 ANOVA de cinéticas al 25%, 50% y 75% de agua residual porcicola/ Chlorella
spp. (Degradacion de N)

Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test

Response: Degradacion_N
Term A: Concentracidn

Ipha=0.050 Error Term=5 DF=15 MSE=1289.213 Critical Value=3.6734]

Different From

Group Count Mean Groups
0.25 6 2854 0.75
05 6 50.16667

0.75 6 93.67 0.25

Figura 3.19 Método de Tukey-Kramer de cinéticas al 25%, 50% y 75% de agua residual
porcicola/ Chlorella spp. (Degradacion de N)
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3.7.3 Degradacion de fosforo por medio de Spirulina maxima

Se utilizd6 como variable de respuesta la degradacion o remocion de Pt empleando
Spirulina maxima, como resultado se obtuvo que entre las tres concentraciones de
experimentacion no existe diferencia estadistica significativa (Fc>F4: 3.61>3.68, el

valor de F calculada se muestra en la Figura 3.20).

Analysis of Variance Table

Source Sum of Mean Prob Power

Term DF Squares Square F-Ratic Level (Alpha=0.05)
A Concentracion 2 4 264053 2.132026 3.61 0.052441 0576035

S 15 8.855205 0.5803469

Total (Adjusted) 17 13.11926

Total 18

* Term significant at alpha = 0.05

Means and Effects Section
Standard
Term Count Mean Error Effect

Il 18 5.306944 5.306944
- Concentracion

0.25 B 4 886667 0.3136736  -0.4202778
0.5 6 5.045 0.3136736  -0.2619444
0.75 B 5989167 0.3136736 06822222

Figura 3.20 ANOVA de cinéticas al 25%, 50% y 75% de agua residual porcicola/ Spirulina
maxima. (Degradacién de P)

Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test

Fesponse: Degradacion_P
Term A: Concentracion

Ipha=0.050 Error Term=5 DF=15 M3SE=0.5903469 Critical Value=3.6734

Different From

Group Count Mean Groups
0.25 6 4 886667

0.5 6 5045

0.75 4] 5989167

Figura 3.21 Método de Tukery-Kramer de cinéticas al 25%, 50% y 75% de agua residual

porcicola/ Spirulina maxima. (Degradacion de P)
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En la Figura 3.20 y 3.21, se presentan las medias de los experimentos, de las cuales
la media mas baja corresponde al experimento con la concentracion del 25%, lo que
indica que es el que tuvo la mejor remocion de las pruebas. EI método de Tukey-
Kramer (Figura 3.21) nos muestra que entre los experimentos no hay diferencia

estadistica significativa.
3.7.4 Degradacion de fosforo por medio de Chlorella spp.

Se tuvo como resultado que no existe diferencia estadistica significativa entre las tres
concentraciones de experimentacion (Fc>F,: 0.34>3.68, el valor de F calculada se
muestra en la Figura 3.22). En la Figura 3.22 y 3.23, se presentan las medias de los
experimentos, de las cuales la media mas baja corresponde al experimento con la
concentracion del 25%, lo que indica que es el que tuvo mejor remociéon de las
pruebas. En la comparacion de grupos presentado en la Figura 3.23 por el método
de Tukey-Kramer, nos muestra que entre los experimentos no hay diferencia

estadistica significativa.

Analysis of Variance Table

Source Sum of Mean Procb Power
Term DF Squares Square F-Ratic Level (Alpha=0.05)
A- Concentracion 2 0.9633361 0.4816681 034 0714187 0.095159

5 15 2098594 1.399063

Total (Adjusted) 17 21.94928

Total 18

* Term significant at alpha = 0.05

Means and Effects Section

Standard
Term Count Mean Error Effect
All 18 5 578889 5. 578889
A: Concentracion
0.25 5] 5.255 0.4828842 -0.3238889
0.5 5] 5.700833 0.4828842 0.1219444
0.75 (5] 5.780833 0.4828842 0.2019444

Figura 3.22 ANOVA de cinéticas al 25%, 50% y 75% de agua residual porcicola/ Chlorella
spp. (Degradacion de P)
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Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test

Response: Degradacion_P
Term A: Concentracion

Ipha=0.050 Error Term=5 DF=15 MSE=1.399063 Critical Value=3.6734

Different From

Group Count Mean Groups
0.25 6 5255

05 6 5700833

0.75 6 5780833

Figura 3.23 Método de Tukey-Kramer de cinéticas al 25%, 50% y 75% de agua residual
porcicola/ Chlorella spp. (Degradacién de P)

3.7.5 Crecimiento celular de Spirulina maxima

Se utiliz6 como variable de respuesta el crecimiento celular de la especie Spirulina
maxima, como resultado se obtuvo que entre las tres concentraciones de
experimentacion existe diferencia estadistica significativa (FC>Fa: 8.94>3.68, el valor

de F calculada se muestra en la Figura 3.24).

Analysis of Variance Table

Source Sum of Mean Prob Power

Term DF Squares Square F-Ratic Level (Alpha=0.05)
A Concentracian 2 6.255538E+103127769E+10 894 0.002783* 0936146

5 15 5 250469E+103 500313E+09

Total (Adjusted) 17 1.150601E+11

Total 18

* Term significant at alpha = 0.05

Means and Effects Section

Standard
Term Count Mean Error Effect
All 18 166805.6 166805.6
A: Concentracion
0.25 G 212083.3 24153.37 45277.78
0.5 6 2047917 24153.37 37986.11
0.75 G 83541.66 24153.37 -83263.89

Figura 3.24 ANOVA de cinéticas al 25%, 50% y 75% de agua residual porcicola/ Spirulina

maxima. (Crecimiento celular)
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En la Figura 3.24 y 3.25, se presentan las medias de los experimentos, de las cuales
la media més alta corresponde al experimento con la concentracion del 25%, lo que
indica que es el que tuvo el mayor crecimiento celular. El método de Tukey-Kramer
(Figura 3.25) nos muestra que el experimento de la concentracion del 75% es
diferente de los otros dos, lo que significa que es el que presenta la diferencia

estadistica significativa.

Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test

Response: Crecimiento_celular
Term A: Concentracion

Alpha=0.050 Error Term=S DF=15 MSE=3.500313E+09 Critical Value=3.6734

Different From

Group Count Mean Groups
0.75 6 83541.66 05 025
05 6 2047917 0.75
0.25 3] 2120833 0.75

Figura 3.25 Método de Tukey-Kramer de cinéticas al 25%, 50% y 75% de agua residual

porcicola/ Spirulina maxima. (Crecimiento celular)
3.7.6 Crecimiento celular de Chlorella spp

Se tuvo como resultado que no existe diferencia estadistica significativa entre las tres
concentraciones de experimentacion (Fc<Fq: 1.82<3.68, el valor de F calculada se
muestra en la Figura 3.26). En la Figura 3.26 y 3.27, se presentan las medias de los
experimentos, de las cuales la media mas alta corresponde al experimento con la
concentracion del 25%, lo que indica que es el que tuvo el mayor crecimiento celular.
En la comparacion de grupos presentado en la Figura 3.27 por el método de Tukey-
Kramer, nos muestra que entre los experimentos no hay diferencia estadistica

significativa.
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Analysis of Variance Table

Source Sum of Mean Prob Power

Term DF Squares Square F-Ratic Level (Alpha=0.05)
A Concentracion 2 8.542153E+124 771076E+12  1.82 0.196608 0319236

5 15 3.940021E+132.626681E+12

Total (Adjusted) 17 4 894236E+13

Total 18

* Term significant at alpha = 0.05

Means and Effects Section

Standard
Term Count Mean Error Effect
Al 18 6697222 6697222
A: Concentracion
0.25 G 7725000 6616495 1027778
0.5 G 6237500 661649.5 4597222
0.75 G 6129167 661649.5 -568055.6

Figura 3.26 ANOVA de cinéticas al 25%, 50% y 75% de agua residual porcicola/ Chlorella

spp. (Crecimiento celular)

Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test

Response: Crecimiento_celular
Term A: Concentracion

Alpha=0.050 Error Term=S DF=15 MSE=2.626681E+12 Critical Value=3.6734

Different From

Group Count Mean Groups
0.75 6 6129167
05 6 6237500
0.25 3] 7725000

Figura 3.27 Método de Tukey- Kramer de cinéticas al 25%, 50% y 75% de agua residual

porcicola/ Chlorella spp. (Crecimiento celular)
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De acuerdo a los resultados obtenidos en la presente investigacion, se concluye lo

siguiente:

El uso de cianobacterias o microalgas para la eliminacion parcial o total de nutrientes
presentes en efluentes porcicolas como “Unico tratamiento biol6gico” para el
tratamiento de aguas residuales, no es factible. Se requiere necesariamente de
acondicionar previamente el efluente con un tratamiento fisico. Los procesos fisicos
(tamizado y centrifugacion) usados en el tratamiento fisico fueron seleccionados por
su disponibilidad y rapidez en la disminucién de contaminacién. Estos procesos
removieron el 71.10% de SST, 22.04% DQOr, 28.46% de Pty 6.14% de Nr.

El agua residual porcicola resulta ser un medio toxico para las microalgas, sobre todo
para la Spirulina, debido a la cantidad de nitrégeno (amoniaco) presente en la orina,
la cual se encuentra en mayor composicién en el efluente porcicola. Por tal motivo es
necesaria la dilucién del efluente porcicola, para reducir el efecto toxico. En pruebas
experimentales previas se encontré que para evitar muerte celular la mejor dilucion
corresponde a un valor 285% v/v: agua destilada/efluente porcicola. El valor para Nt

del efluente acondicionado + diluido debe ser de £246.4 mg de NTK/L

La dilucion del efluente acondicionado disminuyé los valores de este mismo,
removiendo un 76.05% los SST, 85.06% la DQO+, 80.22% el Pty 75.41% el N1. Se
debe considerar que entre mas se diluya el efluente, mas bajan los valores de SST,
DQOT, Nty Pt (no desaparecen), y mas grande se hace el volumen del efluente a

tratar

En las concentraciones propuestas para la propagacion de las especies durante la
etapa experimental, se recurre a una segunda dilucion. A pesar de haber encontrado
la mejor dilucidn, no quiere decir que esta nos dé el mejor rendimiento y la mayor

productividad, se descubrié que con una segunda dilucién propuesta y mas si esta
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era mayor (25%) se obtiene buenos resultados, estableciendo lo mismo que
Caballero (2013) que el crecimiento microalgal se basa en la ley del minimo, es decir,
el crecimiento sera limitado por aquella sustancia que se presente en menor cantidad

a la minima requerida.

Se us6 el mismo efluente porcicola acondicionado + diluido en las pruebas
experimentales de Spirulina maxima y Chlorella spp, de acuerdo a los primeros
resultados de crecimiento celular, se determin6 que las concentraciones de N de las
pruebas experimentales no afectan el crecimiento y desarrollo de la microalga
Chlorella spp, a diferencia de la Spirulina maxima que resulté vulnerable a una
concentracion de 134.40 mg de NTK/L

Se logré determinar que de las concentracidones propuestas, la ideal para Spirulina
maxima fue la del 25% v/v: efluente porcicola acondicionado + diluido/agua destilada,
la cual al ultimo dia de la parte experimental logro una remocién del 100% para NT,
una remocion del 50.16% para Py, un pH constante pero fuera de los limites
permisibles de acuerdo a la NOM, y una DQO+ con valor de 36.22 mg O,/L, estos
valores cumplieron con los limites permisibles del proyecto de modificacién de la
Norma Oficial Mexicana PROY-NOM-001-SEMARNAT-2017.

La concentracion propuesta ideal para la microalga Chlorella spp fue la del 25% v/v:
efluente porcicola acondicionado + diluido/agua destilada, la cual al dltimo dia de la
parte experimental logré una remocién del 100% para Nt, una remocion del 56.48%
para Pr, un pH constante y una remocion de 88.74% para DQOr, estos valores
cumplieron con los limites permisibles del proyecto de modificaciéon de la Norma
Oficial Mexicana PROY-NOM-001-SEMARNAT-2017.

De las tres pruebas experimentales con Spirulina maxima, la que mayor crecimiento
celular presentd al final de las pruebas, fue el experimento de la concentracion del
25%, con una concentracion celular de 332,500 células de Spirulina maxima/mL, con
una tasa especifica de crecimiento de 0.21 dia™, tan solo una célula de Spirulina

maxima tardo en duplicarse 3.33 dias, y en esta fase exponencial se presento 1.20
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generaciones. lgual presento al final de la experimentaciébn la mayor biomasa
producida, produciendo 6302.50 mg de biomasa/L, con una productividad de 725.02
mg -L? -dia?, lo que la hace la concentracién ideal si se desea obtener una alta

concentracion celular y biomasa.

De las pruebas experimentales con Chlorella spp, la que mayor crecimiento celular
presento al final de las pruebas, fue el experimento de la concentracion del 25%, con
una concentracion celular de 10,725,000 células de Chlorella spp/mL, con una tasa
especifica de crecimiento de 0.16 dia™, con un tiempo de duplicacién de 4.25 dias, y
en su fase exponencial present6 1.18 generaciones. Igual presentd la mayor biomasa
producida de la experimentacion, produciendo 1680 mg de biomasa/L, con una
productividad de 191.89 mg -L™ -dia™.

De acuerdo a los parametros cinéticos de degradacion de nutrientes empleando la
cianobacteria Spirulina maxima, el experimento de la concentracion del 25% es la
ideal para la remocién de Nty Pr, ya que obtuvo las Ks lo mas cercanas a las Hmax,
lo que indica que se encuentran mas cerca de sus tasas de crecimiento, con una HUmax
de 0.10 dia™, Ksde 4.66 mg/L y un rendimiento de 83.91 mg células - mg nitrégeno™.
Para la remocién de P se obtuvo una pms de 0.05 dia™, Ks de 3.04 mg/L y un
rendimiento de 1224.70 mg células - mg nitrégeno™. Con los resultados obtenidos se

determind que el sustrato limitante para este experimento fue el Nt.

De acuerdo a los parametros cinéticos de degradacion de nutrientes empleando la
microalga Chlorella spp, el experimento de la concentracion del 25% es la ideal para
la remocién de Nty Pr, ya que obtuvo las Ks lo mas cercanas a las pmax, 10 que
indica que se encuentran mas cerca de sus tasas de crecimiento, con una Hmax de
0.19 dia™, Ks de 0.72 mg/L y un rendimiento de 17.13 mg células - mg nitrégeno™.
Para la remocién de P se obtuvo una pms de 0.26 dia™, Ks de 1.89 mg/L y un
rendimiento de 252.15 mg células- mg fésforo™. Con los resultados obtenidos se

determind que el sustrato limitante para este experimento fue el Pr.
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RECOMENDACIONES

Realizar una caracterizacion microbiolégica detallada del efluente porcicola.

Realizar un pretratamiento térmico para la eliminacion de microorganismos

patogenos.

Cambiar a otro método de determinacion de P+, que sea preciso, mas rapido,

gue no genere residuos y que no gaste mucha agua.
Realizar la remocion de nitrégeno amoniacal y organico.

Realizar una caracterizacion fisicoquimica y microbioldgica detallada de la
biomasa obtenida a partir de estos residuos y asi poder determinar el uso (uso

directo o indirecto hacia los humanos).

Estudiar diferentes geometrias de fotobioreactores para eliminar zonas
muertas del residuo y por consiguiente obtener una mejor homogenizacion de

los nutrientes con las microalgas.

Evaluar cultivos en modo semi-continuo para estudiar la rentabilidad de la

generacion de biomasa a largo plazo.

Evaluar métodos de cosecha de la microalga como pueden ser la

electrofloculacion, centrifugacion, filtracion, floculacién, etc.
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ANEXO A

Formulacién para la preparacion del medio de cultivo UTEX.

Con la finalidad de evitar la formacion de precipitados durante la esterilizacion en
autoclave se prepararon dos soluciones por separado cada una de 500 mL. y
después de esterilizarlas por autoclave se mezclaron y almacenaron temperatura de
5°C.

Solucién 1 para el medio de cultivo UTEX.

Sustancia Cantidad
NaHCOs3 13.61 g
Na,CO3 4.03 g
KoHPO4 05¢

Agua destilada 500 mL

Se agregaron a 450 mL de agua destilada los componentes en el orden listado en
agitaciéon continua, posteriormente se afor6 con agua destilada a 500 mL y se

esterilizd por autoclave.

Solucién 2 para el medio de cultivo UTEX.

Sustancia Cantidad
NaNO3 25¢g
K2S04 19
NaCl 19
MgS0O4 7H20 0.2g
CaCl2 2H20 0.04¢
Solucién de metales P-1V 6 mL
Solucion de micronutrientes Chu 1mL
Vitamina B12 1mL
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Se agregaron a 450 mL de agua destilada cada uno de los componentes en el
orden listado, exceptuando las vitaminas. Se afor6 en un volumen de 500 mL con

agua destilada y se esterilizd6 por autoclave, posteriormente se agrego la vitamina
B12.

Solucion micronutrientes Chu incluida en solucién 2 para el medio de cultivo Utex.

Sustancia Cantidad
CuS0O,4 5H,0 0.02 g/L
ZnS0O4 7H,0O 0.044 g/L

CoCl; 6H,0 0.02 g/L
MnCl, 4H,0 0.012 g/L

Na,MoO4 2H,0 0.012 g/L
Na;EDTA 2H,0 0.05 g/L

A 900 mL de agua destilada se agregd cada uno de los componentes en el orden

listado y en agitacién continua, se aforé a 1000 mL con agua destilada y se almaceno
en refrigeracion.

Solucién de metales P-IV para el medio de cultivo UTEX.

Sustancia Cantidad
Na,EDTA 2H,0 0.75 g/L
FeCl; 6H,0O 0.097 g/L
MnCl, 4H,0 0.041 g/L
ZnCl, 0.005 g/L
CoCl; 6H,0 0.002 g/L
Na;MoCO, 2H,0 0.004 g/L

A 950 mL de agua destilada se agregaron los componentes en el orden listado en
agitacion continua, esperando que la Na;EDTA 2H,0, se disolviera en su totalidad

antes de agregar el resto de los componentes, se afor6 a 1000 mL con agua
destilada y se almacend en refrigeracion.
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MEDIO 3N-BBM+V (CCAP)

Anexo B

A aproximadamente 800 ml de agua destilada, adicionar los siguientes

componentes en el orden especificado, agitando continuamente.

e Ajustar el volumen a 1 litro.

e Esterilizar en autoclave a 121 °C por 15 minutos.

e pH final:

Componente/Sol. Stock

Cantidad para 1
Lt de solucién

Cantidad por
litro de medio

Concentracién
final en el medio

stock de cultivo
NaNO; 25 gr. 30 ml 8.82 mM
CacCl,.2H,0 2.5gr. 10 ml 0.17 mM
MgSO,.7H,0 7.5 gr. 10 ml 0.3 mM
K>HPO,.3 H,O 7.5¢r. 10 ml 0.43 mM
KH,PO, 17.5 gr. 10 mi 1.29 mM
NacCl 2.5qr. 10 ml 0.43 mM
Solucion stock de metales | (Ver preparacion 6 ml
0 solucion P-IV (UTEX) abajo)
Vitamina B, (Tiamina) (Ver preparacion 1ml
abajo)
Vitamina By, (Ver preparacion 1ml

(Cianocobalamina)

abajo)

Nota: Las soluciones Stock tienen vigencia de 18 meses. Las vitaminas pueden

conservarse congeladas por 2 a 3 afos.
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Solucién stock de metales traza P-1V:

e Disolver 0.75 gramos de NaEDTA en aproximadamente 800 ml de agua
destilada y después adicionar los siguientes componentes en el orden

especificado agitando constantemente.
e Ajustar el volumen a 1 litro.
e Esterilizar en autoclave a 121 °C por 15 minutos.

e Almacenar en frasco de plastico estéril y en refrigeracion.

Componente | Cantidad para 1 Lt | Concentracion final en el medio
Na,EDTA 0.75 gr. 2 mM
FeCl;.6H,0 97.0 mg. 0.36 mM
MnCl,. 4H,0 41.0 mg. 0.21 mM
ZnCl,. 6H,0 5.0 mg 0.037 mM
CoCl,. 6H,0 2.0 mg 0.0084 mM
Na,M00,.2H,0 4.0 mg 0.017 mM

Solucién de vitamina B, (Tiamina):

Componente/Sol. Stock | Cantidad para 100 ml

Tiamina (HCI) 0.12 gr.

Esterilizar por filtracién y almacenar a -20°C.

Solucion de vitamina B1, (Cianocobalamina):

Componente/Sol. Stock | Cantidad para 100 ml

Cianocobalamina 0.1gr.

Esterilizar por filtracion y almacenar a -20°C.
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