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Resumen

El vertimiento de aguas residuales municipales en los cuerpos de agua locales constituye una de
las principales causas de la eutroficacion. Como tratamiento terciario para esta problematica se
utilizé un cultivo de Chlorella sp., (reconocido por su capacidad de remocion de fosfatos y
nitratos en aguas residuales) en un sistema de fotobiorreactores verticales con columna de
burbujeo a escala piloto. Se realiz6 un disefio experimental de tipo factorial, con tres fases
experimentales, en el que se empled agua residual municipal proveniente de la EDAR “el
Pueblo”. Inicialmente se determind el tamafio de indculo al que se obtiene la mayor remocién de
NOs y PO4> con lo que se logré una densidad celular optima 3.6x10° cel/mL. La segunda fase
permitié cuantificar la concentracion de fosfatos y nitratos removido de aguas residuales
evaluada respecto al crecimiento de la cepa utilizada, el experimento arrojoé remociones
superiores al 95% en concentraciones de nitratos y del 65.5% para fosfatos. En la tercera fase se
Ilevé el tamarfio de inoculo determinado en la primera fase, a un sistema de fotobiorreactores
evaluando sus parametros de operacion respecto a la capacidad de remocidn de nutrientes de la
cepa. Con los resultados obtenidos se concluyd que el sistema propuesto es una alternativa

viable para el tratamiento de aguas residuales con diferentes cargas de nutrientes.

Palabras clave: Microalga, eutrofizacion, fotobiorreactor, remocién de nutrientes,

tratamiento de aguas residuales
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Abstract

The discharge of municipal wastewater into local water bodies is one of the main causes of
eutrophication. As a tertiary treatment for this problem, a culture of Chlorella sp. (recognized for
its ability to remove phosphates and nitrates in wastewater) was used in a vertical system of
photobioreactors with a bubble column at a pilot scale. An experimental factorial design was
carried out, with three experimental phases, was used municipal wastewater from the WWTP “El
Pueblo”. Initially, the inoculum size was determined at which the highest removal of NO3™ and
PO+ is obtained, was resulted as optimal cell density 3.6x10° cel/mL. The second phase allowed
quantifying the concentration of phosphates and nitrates removed from wastewater evaluated
according with the growth of the strain used, the experiment yielded removals greater than 95%
in nitrate concentrations and 65.5% for phosphates. In the third phase, the inoculum size
determined in first phase, was taken to a photobioreactor system evaluating its operating
parameters regarding the nutrient removal capacity of the strain. With the results obtained, it was
concluded that the proposed system is a viable alternative for the treatment of wastewater with

different nutrient loads.

Keywords: Microalgae, eutrophication, photobioreactor, nutrients removal, wastewater

treatment
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Introduccién

Las aguas residuales municipales son las que se obtienen como resultado final de las
actividades desarrolladas por los seres humanos en hogares, centros educativos, hospitales, y
establecimientos comerciales (Ali y Aziz, 2017). Estas se caracterizan por contener altas
concentraciones de solidos suspendidos, solidos sedimentables, materia organica e inorganica,
grasas, gases disueltos y microorganismos (Nawarkar y Salkar, 2019). Dentro de dicha materia
inorganica, se encuentran sales como fosfatos y nitratos, los cuales al ser descargados a cuerpos
de agua Iénticos se constituyen como uno de principales causantes de la eutrofizacion (Mufioz,
2008). Este proceso contribuye a la proliferacion excesiva de comunidades de productores
primarios (por ejemplo, macrofitas, floraciones algales y cianobacterianas) que compiten con
factores determinantes en la sobrevivencia de la fauna acuatica (Havens, 2008). La posterior
muerte de estas comunidades afecta negativamente la concentracion de oxigeno disuelto
utilizado por las comunidades aerobicas (Ansari, Gill y Khan, 2010). En efecto el vertimiento de
aguas residuales sin tratamiento permite que se presenten bajos niveles de oxigeno en los cuerpos
de agua, deterioro de la calidad ecoldgica por pérdida de biodiversidad, desvalorizacion
paisajistica y disminucidn de los bienes y servicios ecosistémicos del recurso, entre otros

(Solano, 2011).

Con el fin de optimizar y posteriormente reemplazar las unidades de tratamiento terciario que
son implementadas en las actuales plantas de tratamiento de aguas residuales constituidas
principalmente por unidades de coagulacion, filtracion y adsorcién (Gerba y Pepper, 2019), se
han venido implementando diversos sistemas de tratamientos que incluyen procesos
fisicoquimicos y bioldgicos de tipo terciario (Hendricks, 2011), como el intercambio i6nico a

través de electrocoagulacion (Sadik, 2019), oxidacion avanzada mediante fotocatélisis



ELIMINACION DE NUTRIENTES UTILIZANDO CHLORELLA SP. 16

heterogénea (Garcés, Mejia y Santamaria, 2004), difusion con membranas avanzadas a través de

osmosis inversa (Parveen y Hankins, 2019), entre otros.

Sin embargo, la mayoria de los procesos anteriormente mencionados son costosos,
representan alto consumo de electricidad, tienen limitaciones respecto al caudal de tratamiento y
tiempo de retencion y al porcentaje de eficiencia de remocidn total de nutrientes, principalmente
del fosforo (Mazeikiené, 2019). Se ha demostrado que procesos de tratamiento terciario como la
remocion de nutrientes a través de microalgas y consorcios de éstas con bacterias, han
presentado resultados significativos en cuanto a eficiencia operativa, y una relacion costo-
beneficio mucho méas competitiva respecto a las unidades convencionales de tratamiento terciario

como los ya mencionados (Foladori, Petrini y Andreottola, 2018).

Como una alternativa a las tecnologias convencionales/tradicionales terciarias para el
tratamiento de aguas residuales, el uso de microalgas en sistema de reactores verticales o de
columna, han sido ampliamente estudiados para la eliminacion de nutrientes en estas aguas
debido a su capacidad de asimilacion simultanea de nitrégeno y fosforo (Gross, Kumar, Kunetz,
Wen y Zhao, 2018). Este tipo de tratamiento consiste en cultivar microalgas en el sistema, con el
fin de que estos microorganismos a través de la fotosintesis fijen las fuentes de nitrogeno y
sinteticen las fuentes de fosforo del agua residual, controlando a su vez factores fisicoquimicos
que influyen en el medio, asi como también los parametros de operacion de dichos biorreactores
(Gongalves, Pires y Sim@es, 2017). Segun Cai, Li, y Park (2013) especies como la Chlorella sp.
se ha usado en numerosos estudios demostrando que es eficaz en la eliminacién de nitrégeno y
fosforo en aguas residuales en un rango entre 80% y 100%. A pesar de este panorama tan
promisorio, existe un amplio desafio relacionado a las caracteristicas del sistema de cultivo, el

tamafio de inoculo de la microalga utilizada y procesos de operacion del sistema de tratamiento.
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Dado esto se hace necesario aportar investigacion adicional que coadyuve a la efectividad y

eficacia en términos de sostenibilidad e innovacion.

En este sentido, la finalidad de esta investigacion es implementar procedimientos
biotecnoldgicos e ingenieriles para el tratamiento de aguas residuales con la eliminacion de
fosfatos y nitratos de agua residual proveniente de la Estacion Depuradora de Aguas Residuales
EDAR “El Pueblo” mediante la obtencién de indculo de Chlorella sp. cultivada en un sistema de
fotobiorreactores con columna de burbujeo como una alternativa a los métodos fisicoquimicos
convencionales para el tratamiento de aguas residuales cuyos insumos e infraestructura son
costosas, limitada accesibilidad y escasamente eficaces a la hora de remediar la carga de
nutrientes que repercuten en la agudizacion de la eutroficacion de los ecosistemas acuaticos

utilizados como vertedero final.



ELIMINACION DE NUTRIENTES UTILIZANDO CHLORELLA SP. 18

1. Planteamiento del problema

Mas del 80% de las aguas residuales en los paises en vias de desarrollo se descargan sin
tratamiento, contaminando rios, lagos y zonas costeras (Organizacién de las Naciones Unidas
para la Educacion, la Ciencia y la Cultura [UNESCQ], 2017). El impacto reside en las altas
concentraciones de nutrientes, tales como el nitrogeno y el fosforo, dado que son los principales
causantes de la eutrofizacion de los cuerpos de aguas donde son vertidas las aguas residuales sin
tratamientos, alterando asi la dindmica ecosistémica de los mismos: a traves de la proliferacion
de comunidades de productores primarios, que atrofian los procesos de intercambio de oxigeno
dentro del cuerpo de agua indispensables para su equilibrio, puesto que este fendmeno de
eutrofizacion es uno de los procesos que mayor impacto produce en el deterioro de la calidad del

agua (Chai et al., 2019).

Los sistemas de tratamiento de aguas residuales de los paises de América Latina incumplen a
nivel general lo requerido técnica y legalmente en materia ambiental, reflejado en la cantidad de
agua contaminada y la poca infraestructura e inversion en estas plantas para su tratamiento
(Lizarazo y Orjuela, 2013). En Colombia en areas con menos de 30.000 habitantes, el 78% de la
poblacion no tiene acceso a tratamiento alguno de aguas residuales. Hasta el 2002 operaba una
cantidad de plantas de tratamiento de aguas residuales correspondientes a: 38 en Cundinamarca,
26 en Antioquia, 14 en Cesar, 14 en Valle del Cauca, y 13 en Tolima. Existen plantas de
tratamientos en estos territorios que no tratan siquiera el 8% de los vertimientos que se hacen a
los alcantarillados, a consecuencia de deficiencias como poca capacidad, procesos incompletos o

nula operacion (Consejo Nacional de Politica Econdmica y Social [CONPES], 2002).

A nivel local en la ciudad de Barranquilla, el sistema de alcantarillado sanitario segun lo

dispuesto en la Resolucion No. 000580 de 2017, se encuentra dividido en dos vertientes
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claramente definidas por las caracteristicas topograficas del territorio: oriental y occidental. La
vertiente oriental drena y conduce a través de diferentes cuencas a una estacion de pretratamiento
(que cuenta con unidades de operacion fisica y/o mecénicas), y posteriormente son vertidas al rio
Magdalena a través de un emisario subfluvial, las cuencas que no alcanzan a llevar a las unidades
de pretratamiento son vertidas sin la aplicacion de dicho pretratamiento, al cuerpo de agua. Por
su parte la vertiente occidental, estd compuesta solo por dos grandes cuencas: la Noroccidental y
la Suroccidental. Las aguas residuales de esta Gltima cuenca son tratadas en un sistema de
lagunas de estabilizacion antes de ser vertidas al cauce de la subcuenca Arroyo Leon- Hondo. En
el caso de las aguas residuales de la cuenca Noroccidental se recogen en una estacion de bombeo
y son vertidas directamente al rio Magdalena sin ningln tipo de tratamiento. La falta de un
tratamiento eficiente y total de las aguas residuales en la ciudad de Barranquilla, se ve reflejado
en el estado actual de los principales cuerpo de agua a donde finalmente emergen estos efluentes:
el Rio Magdalena presenta cantidades desmedidas de sedimentos, y alteracion de la calidad del
agua en diferentes tramos dentro de la jurisprudencia de Barranquilla (Escobar, Restrepo y Tosic,
2018), el Arroyo Leon segun (Pino, 2005) es la subcuenca que presenta mayor grado de
contaminacién debido al afluente de aguas residuales ademas del drenaje urbano de Barranquilla,
y la Ciénaga de Mallorquin donde desemboca esta subcuenca, en la cual se ha evidenciado la
entrada de nutrientes inorganicos (especialmente fosforo y nitrégeno) en magnitudes altas, que
ha ocasionado eutrofizacién avanzada en el cuerpo de agua que impiden su desarrollo

socioambiental, econémico y limnolégico.

Dentro del contexto global y local existe un problema significativo de saneamiento, a razon
de los vertimientos de aguas residuales municipales no tratadas a cuerpos de aguas importantes

para la dinamizacion y desarrollo sostenible de los territorios, asi como también es trascendente
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la generacién de nuevos conocimientos y avanzar en materia de alternativas tecnolégicas que
sean accesibles, eficientes y sostenibles en el tiempo para aguas residuales municipales con altas
concentraciones de nutrientes que suponen aumentos en los casos de eutrofizacion en cuerpos de
agua ¢se constituye la obtencion del tamafio de in6culo de Chlorella sp., como un procedimiento
eficiente para la eliminacion de fosfatos y nitratos en un sistema de fotobiorreactores verticales
con columna de burbujeo a escala piloto de aguas residuales municipales de Barranquilla
provenientes de la EDAR “El Pueblo” que permita el aumento de la accesibilidad al saneamiento

en el territorio local?
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2. Justificacion

Actualmente, la desmedida proliferacion de las poblaciones de fitoplancton en los ecosistemas
acuaticos se constituye como uno de los principales efectos de la contaminacion por nutrientes
disueltos en los vertidos de aguas residuales sin tratamiento previo (Urrutia, 2014). Este
fendmeno, conocido como eutrofizacidn es recurrente en los sistemas acuéticos a escala global,
motivo por el cual esta concebido como uno de los principales temas de investigacion en el
campo académico, gubernamental y privado. Un factor determinante de esta problematica esta
asociada a la superpoblacion del planeta que impacta los principales compartimentos de la
biosfera (Trejo, 2015). Segun el informe mundial de las Naciones Unidas sobre el Desarrollo de
los recursos Hidricos “la poblacion urbana paso de 314 millones en 1990 a casi 496 millones en
la actualidad y se espera que alcance para el 2050 los 674 millones” lo que lleva a un aumento de
los servicios de abastecimiento de agua y de saneamiento pero con un déficit de la poblacion al
acceso a instalaciones de saneamiento mejoradas (Programa Mundial de Evaluacion de los

Recursos Hidricos de las Naciones Unidas [WWAP], 2017).

La legislacion colombiana no ha establecido limites maximos permisibles de nutrientes para
vertimientos de aguas residuales vertidas por prestadores de servicios publicos de alcantarillado
por medio de conduccion de desague, sin embargo, la Resolucién No. 0883 de 2018 estipula que
las aguas residuales de soluciones individuales, de saneamiento de viviendas unifamiliares o
bifamiliares y de actividades industriales, comerciales o de servicios, no deben superar los 0.4

mg/L de fosforo total y 0.1 mg/L de nitratos (Resolucion No. 0883, 2018, art. 8).

Para dar cumplimiento a la normativa y como medida de mitigacién a los impactos causados
por el vertimiento de aguas residuales municipales sin tratamiento previo, existen tratamientos

quimicos y fisicos de tipo terciario, enfocado principalmente en la remocién de nutrientes. Sin
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embargo, estas tecnologias presentan restricciones impuestas por los elevados costos de
construccién, operacion y mantenimiento, asi como la necesidad de contar con recurso humano

calificado (UNESCO, 2017).

Actualmente la apuesta a procesos biotecnoldgicos e ingenieriles para el tratamiento de aguas
residuales son considerados eficaces y sostenibles porque combinan enfoques disciplinarios que
permiten obtener ventajas significativas frente a la reduccién de nutrientes responsables de la
eutroficacion. El uso de cultivo de microalgas en sistemas de reactores resulta una tecnologia
atractiva para el tratamiento de aguas residuales municipales e industriales debido a que estos
organismos poseen una plasticidad metabdlica que aunado a factores de operacion de sistemas de
reactores son capaces de reducir significativamente concentraciones de nutrientes ligados a
eventos de eutroficacion. Entre las ventajas comparativas y competitivas del uso de reactores con
cultivos de microalgas estan que los residuos de biomasa microalgal pueda destinarse para otras
aplicaciones (por ejemplo, produccion de biocombustible, fertilizantes, suplemento alimenticio
en acuicultura, entre otros) o restablecimiento ecoldgico de ecosistemas acuaticos perturbados
(Avila, 2015). En otro sentido, Colombia es considerado un pais megadiverso que promete un
panorama de potencialidad de la bioprospeccion como estrategia para el desarrollo de
tecnologias soportadas con el uso de microorganismos como las microalgas cuyas caracteristicas
biolégicas han demostrado que son un potencial para la remocion de nutrientes de aguas

residuales domésticas (Avila, Laos y Verano, 2018; Bernal, 2018; Duarte, 2011).

No obstante, la consolidacion de esfuerzos relacionados con la implementacion de procesos
de bioprospeccion presenta limitaciones desde diversos enfoques que impiden que se desarrollen
procedimientos o generen productos sostenibles en el tiempo debido a la ausencia de integracion

de esfuerzos disciplinarios y a los débiles esfuerzos gubernamentales que apuesten al progreso de
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los territorios nacionales (Caraballo, 2010). A la luz de lo expuesto, este proyecto de
investigacion representa un aporte al conocimiento de procesos de bioprospeccién con miras a
generar soluciones o mejoras a los procesos de saneamiento ambiental del recurso hidrico dado a
la combinacion del uso de un indculo 6ptimo de una cepa autdctona de Chlorella sp. cultivada en
un sistema de fotobiorreactores verticales con columna de burbujeo a escala piloto con el fin de
prevenir y mitigar el impacto del vertimiento de aguas residuales relacionados con la
eutroficacion de cuerpos de aguas de importancia econémica, social y ambiental de la regién

Caribe.
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3. Objetivos
3.1 General
Establecer la capacidad de remocién de fosfatos y nitratos en aguas residuales utilizando un
cultivo de Chlorella sp. en un sistema de fotobiorreactores verticales con columna de burbujeo a

escala piloto.

3.2 Especificos
v Determinar el tamafio de inoculo inicial de una cepa autéctona de Chlorella sp. para su
uso en la remocion de NOs™y PO+ en un sistema de fotobiorreactores verticales con

columna de burbujeo.

v' Evaluar la capacidad de remocion de NOs™ y PO4* de aguas residuales de la EDAR “El

Pueblo” (Barranquilla) en cultivos discontinuos de Chlorella sp. en condiciones outdoor.

v' Evaluar la remocion de NOs y PO4* del inoculo escogido de Chlorella sp. en relacion
con los parametros de operacion de un sistema de fotobiorreactores verticales con

columna de burbujeo a escala piloto.
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4. Marco tedrico y estado del arte

4.1 Antecedentes

El desarrollo industrial y el crecimiento insostenible de la poblacion han aumentado la
necesidad de garantizar una gestion integrada de los recursos hidricos, como un requisito para la
preservacion del medio ambiente y para el desarrollo econémico (Mohd, 2008). Segln la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), 2 millones de toneladas de aguas residuales
(industrial, agricola y doméstica) se generan, sin tratamiento previo, se han descargado al medio
ambiente, causando un impacto negativo relacionado con la descomposicion de alta carga
organica e inorganica, que genera productos toxicos durante el proceso de peroxidacion lipidica
(Abass, Abdul, Alam, Jameel y Muyubi, 2011). Estos peroxidos causan dafio celular en
animales, ademas, este proceso podria extenderse desagradables olores y microorganismos en el
aire, los estudios sugieren efectos adversos para la salud de exposicion a bioaerosol que afecta la
salud de las comunidades cercanas, constituyendo un problema de salud publica (Agudelo et al.,
2018; Arrieta et al., 2018; Carvajal et al., 2020; Lemus, 2003; VVan Der Walle, 1927).EI continuo
deterioro del medio ambiente debido a la incorporacién de contaminantes de origen
antropogeénico, a los sistemas acuaticos, tiene un impacto negativo directo en la calidad del agua.
Una de las principales fuentes de contaminacion de los cuerpos de agua han sido las aguas
residuales municipales. En este sentido, el aumento de la urbanizacion y la expansion de la
poblacion urbana han dado lugar a una mayor cantidad de aguas residuales municipales (Arbib,
Garcia y Perales, 2015). En muchos paises de Latinoamérica, ha sido a través del tiempo una
practica comun descargar aguas residuales sin tratamiento a los cuerpos de aguas mas cercanos.
Con frecuencia se ha generado una minima consideracion con las consecuencias ambientales de

dicha préctica, por la falta de recursos econémicos, como también por falta de conocimiento



ELIMINACION DE NUTRIENTES UTILIZANDO CHLORELLA SP. 26

(Aguirre, Chalarca y Mejia, 2007). En consecuencia, el tratamiento de aguas residuales es un
proceso que se ha vuelto indispensable en el saneamiento integral de un asentamiento humano
que tiene como objetivo evitar afectaciones a la salud publica y preservar la calidad ambiental de

los cuerpos acuaticos receptores (Cabrera y Pulla, 2014).

El tratamiento convencional de aguas residuales consiste normalmente en un tratamiento
primario y secundario que elimina el material sedimentado y oxida la materia (Cabrera y Pulla,
2014). En busca de nuevas alternativas surgen los tratamientos biol6gicos de las aguas residuales
que inician durante el siglo XIX de forma empirica cuando se observa que concentrando
microorganismos descomponedores de materia organica bajo condiciones controladas, en
unidades que hoy se conocen como reactores, se logra la reduccién de la contaminacion de un
medio con aguas residual en un corto tiempo. Entre 1912 y 1980 los métodos y tecnologias de
tratamientos biologicos fueron mejorados y adaptados a las nuevas necesidades técnicas, entre
estos los lodos activados, la aireacion extendida, los zanjones de oxidacion, las lagunas de

estabilizacidn, los filtros percoladores, los biodiscos rotatorios, entre otros (Orozco, 2014).

Los sistemas convencionales de tratamiento de aguas residuales municipales no fueron
disefiados inicialmente para eliminar los compuestos inorganicos como el nitrégeno y el fosforo
(Alvarez et al., 2011). Frente a esto el uso de microalgas para la eliminacion de nitrégeno y
fosforo se ha convertido en una alternativa potencial respecto a las tecnologias biologicas
convencionales, por su capacidad para eliminar nutrientes de manera eficiente. Estudios como
los de Alvarez et al. (2013) han demostrado que en un fotobiorreactor con microalgas se logran
eficacias superiores a 90% en remocién de nitrogeno y fosforo de aguas residuales. Esta
alternativa representa a su vez una opcion sostenible, pues la biomasa microalgal producida en el

proceso es susceptible de convertirse en materia prima para la produccion de variedades de
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combustibles biologicos tales como el biogas, biodiesel o biohidrogeno. Se ha demostrado que
dicha biomasa microalgal puede reciclarse para la produccion de fertilizantes con importantes
beneficios ambientales y econdmicos (Dawson y Hilton, 2011). A su vez se ha comprobado que
los cultivos de microalgas alimentados con aguas residuales domésticas contribuyen a la
reduccion de gases de efecto invernadero emitidos a la atmosfera, a través del proceso de
fotosintesis que estas realizan donde reducen el CO> a glucidos y liberan O; a la atmosfera

(Arbib et al., 2015).

Los primeros estudios sobre la posibilidad de utilizar las microalgas como microorganismos
“purificadores de aguas residuales” fue en la época de Cadwell en 1940 (Salazar, 2015). Entre
los afios 1965 y 1980 se comprobo que las microalgas podian jugar un papel importante en la
transformacion de la materia organica de las aguas residuales en biomasa y agua tratada
(Colorado, Moreno y Pérez, 2013). A partir de ahi se fueron desarrollando nuevas alternativas
para hacer cada vez mas eficiente el proceso de remocidn de nutrientes y tratamiento en general

de aguas residuales a través de las microalgas:

Los autores Andrade, Araujo, Cardenas, Chacon y Morales (2004) evaluaron el uso de
Chlorella sp. y Scenedesmus sp., para la remocién de N-NH4*, P-PO. y DQO de las aguas
residuales del sistema de estabilizacion de la Universidad del Zulia en Venezuela. Los
experimentos se realizaron con un volumen de 200mL de agua residual esterilizada y no
esterilizada, con relacion a un control con agua destilada y medio de cultivo algal. Los
bioensayos se mantuvieron sin aireacion durante 27 dias. Encontrando una remocion total de N-
NH," al final del experimento, en todos los cultivos con agua residual. La remocion maxima de

P-PO4 fue por parte del Chlorella sp. alcanzo un porcentaje del 48.7% en agua esterilizada.



ELIMINACION DE NUTRIENTES UTILIZANDO CHLORELLA SP. 28

Chen et al., (2010) estudiaron la capacidad de crecimiento del alga verde Chlorella sp. en
aguas residuales captadas en cuatro puntos diferentes de una planta de tratamiento de agua
residual municipal convencional (antes del tratamiento primario, después del tratamiento
primario, después de la unidad de lodos activos, y del efluente que emerge al final de la planta,
es decir el agua residual tratada). Logrando determinar diferentes tasas de crecimiento
especificas para porcentajes de eliminacion de NH4-N de las muestras tomadas correspondientes

a8.2%, 74.7%, y 78.3%.

En el estudio realizado por Lan y Wang (2011) determinaron la produccion de biomasa y
remocion de nutrientes de aguas residuales urbanas posterior a su tratamiento secundario
mediante un cultivo de Neochloris oleoabundans obteniendo como resultado una concentracion
de biomasa de 2100 mg/L y una eliminacion de nutrientes total de 218 mg N-NO3z /L y 47 mg

PO.4/L

Los autores Alvarez, Lopez y Vasquez (2016) a través del uso de fotobiorreactores evaltian
el tratamiento de aguas residuales en Torreon, México. Utilizando cuatro biorreactores
piramidales en lote, con capacidad de 208.5 L, cada uno para el tratamiento del agua residual.
Bajo un disefio experimental totalmente al azar se implementaron tres muestras de aguas
residuales, con un control con variaciones entre el porcentaje de agua residual y la cantidad de
inoculo de microalgas al 20%, cada muestra con tres repeticiones. Logrando una alta remocién
de nitrogeno y fosforo entre 73.7% y 89.5%. Ademas del alto rango de remocion de nutrientes
del consorcio microalga estudiado por dichos autores, su investigacion representd ventajas
significativas frente a otros tratamientos de aguas residuales de lagunas tradicionales
convencionales, puesto que en cuatro dias y con menor area de lagunas, se obtuvieron efluentes

con calidad que dichos sistemas convencionales logran producir a mayor costo operativo.
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Los autores Avila et al. (2018) determinaron la capacidad de remocion de nitratos y fosfatos
en aguas residuales municipales por cultivos libres e inmovilizados de Chlorella sp. y
Chlamydomonas sp. nativas de dichas aguas. Los experimentos se realizaron con los efluentes
residuales estériles de dicha planta durante 10 dias, reportando un porcentaje de remocion de

nitratos del 83.69% con Chlorella sp. y 75.08% con Chlamydomonas sp.

A pesar de que la mayoria de las fuentes bibliogréaficas consultadas sostienen que no existe
un acuerdo claro sobre la ubicacién mas adecuada del sistema de microalgas dentro del diagrama
de flujo de una planta de tratamiento de aguas residuales (Arbib et al., 2015). Autores como
Salazar (2005) y Ruiz (2011) sostienen que las microalgas utilizadas en el tratamiento de aguas
residuales pueden ser consideradas como una alternativa de tratamiento terciario, debido que
existe un proceso acoplado entre bacterias (quienes realizan la degradacion de la materia
organica) y microalgas (quienes fijan los compuestos inorganicos), permitiendo un tratamiento
de las aguas residual mas eficiente e integral, que no se obtiene con los sistemas de tratamientos

de aguas residuales convencionales.

4.2 Marco conceptual

4.2.1 Generalidades de la especie Chlorella Sp

Las microalgas son microorganismos fotosintéticos procaridticos o eucarioticos, pueden
crecer rapidamente y vivir en condiciones adversas debido a su simple morfologia. Las
microalgas procariotas se conocen como cianobacterias (Cyanophyceae), y las eucariotas
incluyen algas verdes (Chlorophyta), diatomeas (Bacillariophyta), entre otros grupos (Caetano,
Mata y Martins, 2010). Estas representan fuentes de biomoléculas y metabolitos de gran

importancia econdmica, ademas constituyen una fuente directa de alimento, medicamentos,
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forraje, fertilizantes y combustible, e incluso, como indicadoras de contaminacion (Colorado et

al., 2013).

En el caso de la Chlorella sp, se define segiin Ramirez, Rendén y Vélez (2015) como una
microalga eucariota, de una sola célula verde y forma esférica con diametro entre 2 a 10 um, sin
flagelos (ver figura 1). Es una microalga de la division Chlorophyta, orden Chlorococcales. Esta
microalga contiene 53% de proteinas, 23% de carbohidratos, 9% de grasa y 5% de minerales.
También contiene mas del 2% de clorofila, lo que le permite crecer rapidamente porque, al igual
que las plantas superiores, su metabolismo principal es la fotosintesis, donde la fuente principal
de energia es la luz solar y aztcares que la microalga emplea para producir distintas sustancias
como celulosa que conforma su estructura, aceites, entre otros (Larroche, Pandey y Soccol,
2013), que en combinacion con el CO2 atmosferico y el agua, produce oxigeno que se libera a la
atmosfera. Estas cuentan con una tasa de multiplicacion muy elevada por tanto son capaces de

absorber y almacenar una gran cantidad de energia del sol (Ramirez et al., 2015).

Figura 1. llustracion de la célula Chlorella Sp. Adaptado de “Microalgas para la industria alimenticia”, por

Ramirez et al., 2015
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Segun los autores Choi, Lee, Park, Sung y Shin (1999), Chlorella tiene una tasa de
crecimiento especifico constante a valores de pH superiores a 4.2, y por lo tanto crece facilmente
en tanques y lagos. Ademas, una de las grandes ventajas de Chlorella en comparacion con las
otras microalgas es su alta tolerancia a la temperatura y la concentracion de COx, al tiempo que
mantiene el crecimiento a temperaturas que oscilan entre 35°C a 42°C y porcentaje de COzentre

25% a 40% (Chihara, Karube, Kishimoto, Sakai y Sakamoto, 1995).

4.2.2 Técnica de aislamiento: Rayado de placas de agar
Algunas especies de microalgas se pueden aislar mediante la técnica de rayado en estrias en
una caja de Petri con agar. Segun Andersen y Kawachi (2005) no todas las especies se pueden
mantener en medio solido, especialmente especies flageladas y algunas diatomeas, pero esta

técnica suele dar buenos resultados con especies bentonicas, clorofitas, cocoidales y cianofitas.

Esta técnica consiste en preparar el medio de cultivo apropiado con una concentracion de
agar adicionado entre 0.8 y 2 %. Se esteriliza en autoclave a 120°C y 1.1 kg/cm? de presion
durante 15 min. Posteriormente, se deja a temperatura ambiente y antes que se solidifique se
agrega en cajas de Petri estériles. Se colocan una o dos gotas del medio con los microorganismos
que se quiere estudiar, en las cajas con medio sélido, que se esparcen con un asa para
bacteriologia o con una varilla de vidrio doblada, previamente esterilizadas. La caja se cubre con
su tapa, se invierte, se sella con papel Parafilm y se coloca en un ambiente con temperatura y luz
controladas; se incuba durante 4 a 8 dias y posteriormente se observa al microscopio invertido
y/o estereoscopio, y con la ayuda del asa se seleccionan las colonias libres de otros
microorganismos, que se transfieren a otra caja de Petri. Con frecuencia es dificil obtener
cultivos monoalgales debido a la contaminacion con otras algas como cianofitas o diatomeas

(Arce, Arredondo, Gomez, Voltolina y Zenteno, 2017).
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4.2.3 Medios de cultivo: Medio Basal Bold
Los medios de cultivo pueden ser naturales o sintéticos. Los medios naturales estan
preparados con agua enriquecida con sales minerales. Los medios sintéticos se preparan con agua
destilada, sales minerales y se adicionan los componentes naturales del agua de mar o del agua

dulce (Alfonso y Leal, 1998).

Segun Cervera (2011) para las microalgas un medio de cultivo puede ser definido como un
ambiente artificial donde dichos microorganismos crecen, y debe ser semejante al ambiente
donde se desarrolla naturalmente. Para la microalga Chlorella se recomienda el "Medio Basal de
Bold" (Silva, 2015), o “Solucion de Bristol”, el cual se compone de una solucion stock de

macronutrientes y cuatro de micronutrientes, su pH optimo es de 6,6 (Ruiz y Tovar, 2016).

4.2.4 Compuestos inorganicos de aguas residuales municipales: nitratos y fosfatos
El agua residual cuenta con caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas. Dentro de las

fisicas se encuentran los sélidos, los cuales pueden ser inorganico como el nitrégeno, fosforo,
carbonatos, cloruros, sulfatos y sustancias toxicas. Las sustancias organicas constituyen
compuestos nitrogenados como las proteinas, ureas, aminas y aminoacidos, y no nitrogenados
como la celulosa, grasas y jabones. Las propiedades quimicas del agua residual estan definidas
por la naturaleza quimica de la materia organica, los compuestos inorganicos y gaseosos.
Respecto a las caracteristicas bioldgicas las aguas residuales pueden albergar una biota amplia de
microorganismos (bacterias, microalgas, protozoos, virus, etc.) responsables de los ciclos
biogeoquimicos que influyen en la transformacion y concentracion de elementos como el azufre,

carbono, nitrageno y fosforo (Bernal, 2018).

En el agua los nutrientes son sustancias esenciales para el metabolismo de todo organismo

vivo ya que forman parte de él, son determinantes en el inicio de la cadena alimenticia acuatica
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porque estimulan el crecimiento del fitoplancton y posteriormente el desarrollo de peces y
crustaceos (Atlas y Bartha, 2008). Sin embargo, cuando se presentan en exceso ocasionan
problemas de contaminacién acuatica (Ramirez y Roldan, 2008). Uno de estos nutrientes
esenciales es el nitrégeno, principalmente para el crecimiento de protistas y plantas, la formas en
las que este se encuentra en las aguas residuales es como nitrégeno orgénico, nitrégeno
amoniacal, nitrégeno de nitritos y nitratos. Sin embargo, en aguas residuales domesticas frescas
la forma en que este nutriente predomina es en nitrégeno organico; las bacterias suelen
descomponerlo rapidamente en nitrdgeno amoniacal, y dado el caso en el que el medio sea
aerobio, lo hacen en nitritos y nitratos. En este tipo de aguas residuales la concentracion de
nitrogeno total puede oscilar de 30 a 100 mg/L, la concentracion de nitritos y nitratos menor de 1
mg/L, aunque en aguas residuales tratadas puede ser hasta de 30 mg/L. Otro de estos nutrientes
vitales es el fosforo, que en sus formas usuales se encuentran como ortofosfatos, polifosfatos, y
fosfatos organicos. Los ortofosfatos son aptos para el metabolismo bioldgico, los polifosfatos se
hidrolizan lentamente y revierten a las formas de ortofosfatos. En las aguas residuales sus

concentraciones oscilan entre 6 y 20 mg/L (Romero, 2004).

Las actividades humanas han generado niveles cada vez mayores de contaminacién en los
cuerpos de agua. A través del tiempo los contaminantes que con mayor interés se ha pretendido
remover del agua son los sélidos, por el efecto que ejerce sobre la apariencia del agua, la materia
organica por el alto consumo de oxigeno necesario para su estabilizacion, y los microorganismos
por la posible transmision de agentes patdgenos que posteriormente pueden generar
enfermedades. Sin embargo, nutrientes como el nitrogeno y el fosforo generan impactos
negativos significativos sobre los cuerpos de agua ya que pueden incidir en el equilibrio de los

ecosistemas acuaticos, la eutrofizacion y la incorporacién de niveles toxicos que pueden afectar a
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las comunidades bioldgicas y a la salud humana, incluso en muy bajas concentraciones

(Cérdenas y Sanchez, 2013).

4.2.5 Manejoy vertimientos de aguas residuales municipales en Barranquilla,
Atlantico
Segun lo estipulado en la Resolucion No. 000580 de 2017, el sistema de recoleccion,
transporte, disposicion y tratamiento de aguas residuales de Barranquilla, se encuentra dividida

topograficamente por dos grandes vertientes: la Oriental y la Occidental.

La vertiente oriental, drena y conduce las aguas al rio Magdalena, provenientes de las
cuencas: Simon Bolivar, El Ferry, La Luz, La Chinita, Zona 1, Zona 2, Barranquillita, Felicidad,
Country, Calle 79, Calle 85 y Las Flores. Parte de estas aguas son bombeadas a la estacion de
Pretratamiento Avanzado “Barranquillita”, conformado por una serie de operaciones fisicas y/o
mecanicas con el fin de separar las aguas residuales de materiales flotantes y arenas. Finalmente,
las aguas pretratadas son vertidas al rio Magdalena a través de una conduccion con didmetro de
2000mm en GRP (poliéster reforzado con fibra de vidrio) y un emisario subfluvial de 400m de
longitud y 2000mm de PEAD (polietileno de alta densidad). El resto de las cuencas a las que se
vierten aguas residuales estan evacuadas directamente al rio sin tratamiento (Resolucion No.

000580, 2017).

La vertiente occidental se subdivide en noroccidental y suroccidental, esta ultima drena las
aguas al sistema lagunar costero —Ciénega de Mallorquin- y son previamente tratadas por un
sistema de lagunas de estabilizacion, antes de ser vertidas al Arroyo Ledn. La cuenta
noroccidental antes de ser vertida al rio Magdalena es recogida en la estacion de bombeo de

Mallorquin (Resolucién No. 000580, 2017).
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La figura 2 evidencia la geolocalizacion de los puntos de vertimientos puntuales realizados

por la empresa prestadora de servicio de saneamiento y los cuerpos de agua receptores.
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Figura 2. Georreferenciacion de puntos de vertimientos puntuales de aguas residuales realizados por la empresa

prestadora del servicio de saneamiento. Fuente: Autores

4.2.6 Tratamiento de aguas residuales municipales con Microalgas

El tratamiento convencional de aguas residuales esta basado en procesos aérobicos y

anaerdbicos continuos que transforman los contaminantes presentes en las aguas residuales en

compuestos inertes que permiten la eliminacion segura o la reutilizacién del agua que ha sido

tratada. Dicho proceso convencional proporciona niveles satisfactorios de eliminacion de

carbono, nitrégeno y fésforo, pero a expensas de altos consumos de energia. Adicionalmente, los
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tratamientos convencionales de aguas residuales son complejos y requieren personal calificado
para su gestion adecuada. Asi como también se evidencia un impacto ambiental negativo
significativo debido a las emisiones de gases de efecto invernadero que genera la operacion de
las unidades donde se desarrollan dichos tratamientos (Acién, Fernandez, Gomez, Molina y

Morales, 2016).

El tratamiento con microalgas (actualmente conocido como micro remediacién) en aguas
residuales es atractivo, por las capacidades fotosintéticas que estos microorganismos tienen, la de
convertir energia solar en biomasa Util de altos valores calorificos y procesar nutrientes como el
nitrégeno y el fosforo (Agarwal, Agarwal y Gupta, 2019), que al presentarse en exceso en los
cuerpos de agua como lagos, embalses, estuarios rios, y ciertas aguas costeras causan un gran
aumento de las algas y una disminucion del oxigeno disuelto, lo que provoca el deterioro de la
calidad del agua, la muerte de muchos organismos acuaticos como peces u otros hidrofitos; a este
fendmeno se le conoce como eutrofizacion (Liu et al., 2013). Segun Olguin (2012) el uso de
microalgas para el tratamiento de aguas residuales reduce el consumo de energia
significativamente, al mismo tiempo el reciclaje del nitrogeno y fésforo presenta beneficios
ambientales sustanciales. Estos se derivan de evitar el uso de fuentes minerales en el proceso de
produccién de microalgas y el agotamiento de los reservorios de fosforos, pero asegurando que

se producen grandes cantidades de biomasa valiosa.

El éxito del tratamiento de aguas residuales con microalgas esta dado por la combinacion
sinérgica de factores abidticos (temperatura, luz, pH, oxigeno, diéxido de carbono y salinidad),
factores bidticos como la competencia entre patdgenos y factores operacionales tales como la
tasa de dilucion del indculo de microalga a utilizar, tipo de mezcla, profundidad y frecuencia de

cosechado (Abdel, Al'y Ibraheem, 2012). Asi como también es de vital importancia, la seleccion
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del tipo de microalga que se pretende utilizar para el tratamiento de aguas residuales (Ramirez et
al., 2015). Entre las microalgas idoneas para tales fines se reportan Scenedesmus sp., Chlorella
sp., y Botryococcus sp. En el caso de la clorofita Chlorella sp., Chen et al. (2010) reportan
porcentajes de remocion de nitrégeno (82.40%) y fosforo (83.20%) en el tratamiento de aguas

residuales domésticas.

4.2.7 Tipos de cultivos de microalgas: continuo y discontinuo
El método empleado en el cultivo segun la forma de manejar la biomasa se clasifica en

cultivo discontinuo, continuo y semicontinuo. El cultivo continuo es aquel en el que se mantiene
la fase exponencial durante un largo periodo de tiempo, y las caracteristicas quimicas y fisicas
del medio son sostenidas en un valor constante. En el cultivo discontinuo o por lotes, la
poblacion va pasando por las distintas fases de crecimiento, ajustandose generalmente a una
funcion logistica, produciéndose cambios fisiologicos de la poblacion a medida que transcurre el
tiempo de cultivo. Por su parte, el cultivo semicontinuo es la combinacién de los dos métodos
anteriores. En este tipo de cultivo, parte del volumen se recoge para su utilizacion, generalmente
al final de la fase exponencial, y la cantidad que se retira se reemplaza con medio de cultivo

fresco (Doran, 2013).

La ventaja de los cultivos en continuo es que las muestras tomadas a distintos tiempos son
idénticas. Por lo tanto, hay que afiadir continuamente nutrientes en la misma medida que son
retirados del medio, para mantener los parametros de crecimiento y poblacion celular a nivel
constante. La de los cultivos en discontinuo, es que son faciles de manejar y son adecuados para
estudiar las cinéticas de crecimiento y los parametros que inciden en el crecimiento celular

(Chirivella, Garcia, Garcia, Pavia y Serrano, 2017).
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4.2.8 Tipos de sistemas de cultivo de microalgas
Principalmente hay dos tipos de sistemas de cultivo de microalgas, abiertos y cerrados. Los
estanques abiertos en forma de carril (Raceway) y los Turf Scrubbers estan entre los mas
populares de estos sistemas. Los sistemas cerrados, también llamados fotobiorreactores, se han
desarrollado en diferentes tipos de acuerdo con su geometria, donde los mas comunes son los
tubulares, en formato columna de burbujas (Bubble Column), elevador de aire (Air Lift) y las

pantallas planas (Flat Panel), (Blowers et al., 2012).

Los sistemas de fotobiorreactores tubulares tipicamente estan compuestos de una serie de
tubos transparentes (generalmente fabricados en vidrio, acrilico, o fibra de vidrio de alta
transparencia) expuestos a la radiacion solar y construidos en diferentes formas, verticales,
curvos-horizontales, planos inclinados o en espiral, con un diametro relativamente pequefio para

garantizar la alta productividad de biomasa (Lan, Horsman y Wang, 2012).

La orientacion del reactor juega un papel muy importante en la eficiencia del mismo. Una
orientacion vertical (ver figura 3) es la mejor opcion ya que por su disposicién geometrica es
capaz de tratar mayor volumen por area a diferencia de los reactores inclinados y horizontales
que requieren mayor area para tratar el mismo volumen y que dificilmente se puede extender en

altura (Ramirez et al., 2015).
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Figura 3. Fotobiorreactor tubular en formato columna de burbujas. Adaptado de “5 — 600L Airlift Photobioreactor”,

por Varicon Aqua, 2016.

4.2.9 Marco Legal
La legislacion colombiana establece la siguiente normativa para manejo de los recursos

hidricos y vertimientos:

e Resolucion 2115 de 2007

El Ministerio de Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial, sefiala las caracteristicas,
instrumentos bésicos y frecuencias del sistema de control y vigilancia para la calidad del agua
para consumo humano. En el Articulo 6°, que menciona las caracteristicas quimicas de sustancias
que tienen implicaciones sobre la salud humana, se establecen los valores maximos permisibles

de nitritos y nitratos, 0.1 y 10 mg/L respectivamente, mientras que en el articulo 7° se menciona
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el valor aceptable para la concentracion de fosfatos en el agua para consumo humano (potable),

siendo menor o igual a 0.5 mg/L de POs* (Resolucion No. 2115, 2007).
e Decreto 3930 de 2010

La presidencia de la Republica reglamenta los usos del agua y residuos liquidos y se dictan
otras disposiciones, especificamente en el capitulo 1X se establece la reglamentacién de
vertimientos y en el capitulo X se define el proceso para el registro de los permisos de

vertimientos (Decreto No. 3930, 2010).

e Resolucion 1207 del 2014

El Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible adopta las disposiciones relacionadas con
el uso de aguas residuales tratadas, indicando en el articulo 6 que pueden ser implementadas en
diferentes actividades a nivel agricola e industrial. En el articulo 7 se exponen los criterios de
calidad del agua residual para los usos establecidos, relacionando los limites maximos

permisibles respectivos (Resolucion 1207, 2014).
e Resolucion 0631 de 2015

El Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible establece los parametros y los valores
limites maximos permisibles en los vertimientos puntuales a cuerpos de aguas superficiales y a
los sistemas de alcantarillado publico. En el articulo 8, acerca de los vertimientos puntuales de
aguas residuales (ARD y ARND) de los prestadores del servicio publico de alcantarillado a
cuerpos de aguas superficiales, con una carga superior a los 3000 Kg/dia de DBOs, se contempla
el rango permisible del parametro pH, 6.00 a 9.00, incluyendo el analisis y reporte de los

parametros fosforo total (P) y nitratos (N-NOs), (Resolucion No. 0631, 2015, art. 8).
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e Resolucién 883 del 2018

El Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible establece los pardmetros y los valores
limites maximos permisibles en los vertimientos puntuales a cuerpos de aguas marinas,
actualizando los valores sefialados en la Resolucion No. 0631 de 2015. El Articulo 8 estipula
que, los prestadores del servicio publico de Alcantarillado deben presentar el analisis y reporte
de los parametros fosforo total (P) y nitratos (N-NOs3), sin contar con limites maximos definidos

(Resolucién No. 0883, 2018).
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5. Metodologia
5.1 Tipo de investigacién
Este estudio corresponde a una investigacion experimental (Lerma, 2016), llevada a cabo en
condiciones semicontroladas de laboratorio, a través de un conjunto de ensayos que arrojaron los
datos necesarios para dar respuesta a la pregunta problema. El estudio presentd un enfoque
cuantitativo (Mufioz, 2015), dado a que las variables que permiten determinar la eficiencia de
remocion del sistema adoptan valores numéricos de tipo continuo, tales como: densidad celular,

concentracion de fosfatos, nitratos, pigmentos, y pH.

El alcance del proyecto esté definido para los sistemas de tratamiento terciario de aguas

residuales municipales, especializados en la remocion de fosfatos y nitratos.

5.2 Lugar de estudio

Este estudio se realizo en el area de tratamiento de aguas residuales del Centro de
Investigaciones Tecnoldgicas Ambientales (CITA) de la Corporacion Universidad de la Costa
(ver figura 4) ubicada a 10° 59’ 43.594” de latitud Norte y a 74° 47’ 24.729” de latitud Oeste, en
Barranquilla, Atlantico. Las pruebas de remocidn de nutrientes en condiciones outdoor coincidi
con la época seca de la ciudad la cual presenta condiciones climaticas que alcanzan temperaturas
méaximas entre 28.9 y 30°C y temperaturas minimas entre 25.1°C y 26°C, radiacién ultravioleta
media entre 5y 8 1UV, irradiacion global horizontal media diaria entre 5y 6 kwh/m? (Acosta,

Ramirez y Vélez, 2017; IDEAM, 2014).
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Barranquilla

Colombia

Figura 4. Identificacion geografica del lugar de estudio a tres escalas: nacional, regional y local. Fuente: Autores.

5.3 Poblacién y muestra

La poblacion del material biologico experimental estuvo representada por células de
Chlorella sp., aisladas de cultivos stock del laboratorio de microbiologia del CITA (Ver figura
5). Fueron cultivadas monoespecificamente mediante técnicas de cultivos discontinuos, es decir
que no hay adicion de nutrientes posterior a la inoculacion (Bochzelt et al., 2012; Verdugo,
2016), y depositadas en frascos de vidrio estéril bajo condiciones semicontroladas de laboratorio.
Este género fue seleccionado por su capacidad de adaptacion, generacion de biomasa

aprovechable y resistencia (Forero, Melgarejo, Montenegro y Pinilla, 2016).
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Figura 5. Cepa proporcionada por el centro de investigacion CITA. Fuente: Autores

5.4 Disefo de investigacion y experimental

Se definieron tres fases experimentales para dar cumplimento a los objetivos planteados
inicialmente. La primera consistio en establecer el acondicionamiento de la microalga Chlorella
sp. para su uso en la remocion de NOs™y PO+ en un sistema de fotobiorreactores verticales con
columna de burbujeo. En la segunda se evalud la capacidad de remocion de concentracion de
NOs"y PO4* de aguas residuales de la EDAR “El Pueblo” (Barranquilla) en cultivos
discontinuos de Chlorella sp. en condiciones outdoor. En la tercera se evaluaron la capacidad de
remocion de NOs™ y PO+ del indculo inicial escogido de Chlorella sp. en relacion con los
parametros de operacién de un sistema de fotobiorreactores verticales con columna de burbujeo a

escala piloto.

Los ensayos experimentales de la fase 1 y 2, se desarrollaron en Erlenmeyers de 500 mL
rotulados adecuadamente, sellados con tapones de algodon y gasa, con aireacion constante
suministrada a través de mangueras de 6 mm de didmetro a cada unidad por una bomba
dosificadora de aire Sweetwater Ecosystem de 0.85 psi, bajo condiciones exteriores (ver figura

6).
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Figura 6. Unidades experimentales de las fases 1 y 2 en condiciones exteriores. Fuente: Autores

La cepa de Chlorella sp. utilizada en los bioensayos de las fases 1 y 2 se aislé6 mediante el
método de rayado en agar y diluciones seriadas hasta obtener un cultivo monoespecifico.
Posteriormente esta cepa se sometié a un proceso de adaptacion con agua residual domestica
municipal proveniente de la EDAR “El Pueblo”. El disefio experimental de ambos ensayos

consistid en tres tratamientos, con tres replicas y un testigo respectivamente:

Tratamiento 1 (T1): Agua residual municipal proveniente de la EDAR “El pueblo™ al 100% +

inoculo de Chlorella sp.

Tratamiento 2 (T2): Agua residual municipal proveniente de la EDAR “El pueblo” al 75% +

inoculo de Chlorella sp.

Tratamiento 3 (T3): Agua residual municipal proveniente de la EDAR “El pueblo” al 50% +

inoculo de Chlorella sp.

Se consideraron las variaciones mencionadas en los diferentes tratamientos teniendo en
cuenta que las aguas residuales municipales generadas diariamente en el territorio evaluado,

presentan caracteristicas fisicoquimicas variables que se deben tener en cuenta en el disefio de
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los sistemas de tratamiento para las mismas, asi como también se debe tener en cuenta las
dindmicas de los territorios que generan el aumento de las concentraciones de contaminantes y su

caudal, como las poblaciones flotantes (Aguilar, 2018; Cuatis, 2018; Vargas, 2016).

El disefio experimental usado en la investigacion fue de tipo factorial. Este tipo de disefio es
altamente eficiente para conocer los efectos producidos por diferentes factores, la interrelacion
entre factores y la relacion con factores principales (De la Vara y Gutiérrez, 2012). Por su
potencia y sencillez, este tipo de disefio experimental posee un campo de aplicacion
significativamente amplio (Mandeville, 2012). Los cual ha desencadenado que varios estudios
similares a este como los de Avila et al. (2018) y Meza, Ortiz y Romero (2018), lo adapten en el

de desarrollo de sus experimentos.

La figura 7 representa la relacion entre las etapas experimentales llevadas a cabo para el

desarrollo de la investigacion.

Fase 1

@ T r Reactores en continuo
(OJOJOIORE —
Muestreo Obtencién agua residual //_\\
municipal de EDAR ® ® @ @ T2
"El Pucblo” Agoa residual mumicipal
rica en nutrientes @ @ @ @ T3

Tamafio de inoculo Inoculo seleccionado
a evaluar

1 [

(OJOJOORE:
OJOJOJOR:
OJOJOJIOR

a siguiente fase

Microalgas Fase 2

Cepa aislada

Inoculo Inicial
—

Fase3

Figura 7. Esquema general del disefio experimental de la investigacion. Fuente: Autores
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5.4.1. Consideraciones técnicas para la determinacion del tamafio de in6culo 6ptimo de
Chlorella sp. usado en un sistema de fotobiorreactores verticales con columna de
burbujeo a escala piloto

5.4.1.1 Preparacion del cultivo ‘stock’

Para la obtencién de cultivos monoespecificos se utilizd la técnica Rayado en Placas de
Agar. Inicialmente, se prepar6 el medio de cultivo agar-agar a una concentracion de 25.3g/L, se
esterilizd y se vertié en cajas de Petri de 100 x 15 mm. Una vez solidificado a temperatura
ambiente, se adicionaron 2 gotas del cultivo provenientes de viales y mediante asa de siembra se
esparcieron formando estrias en la superficie del medio (ver figura 8). Este procedimiento se
realiz6 con mechero de Bunsen encendido para evitar contaminacion cruzada. Cada caja
sembrada fue sellada con papel Parafilm y ubicada de forma invertida cerca de una fuente de luz

natural durante 8 dias (Arce et al., 2017).

Figura 8. Rayado en placas de Agar para obtencion de cultivo monoespecifico. Fuente: Autores

Paralelamente se prepard el medio de cultivo Basal de Bold (MBB) debido a que su

composicion es rica en concentraciones de nutrientes que simulan las requeridas para el
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crecimiento de la cepa en estudio en su medio natural, facilitando asi su adaptacion y el

crecimiento poblacional (Gonzalo, 2018).
Tabla 1

Composicion estdndar del medio de cultivo basal de bold (MBB)

Solucién de macroelementos  Solucion de microelementos  Soluciones complementarias

Componente mg/I Componente g/l Solucién 1
KH2PO4 175 ZnS0O4 8.82 Componente g/l
CaCl 25 MnCl; 1.44 Na,EDTA 50
MgSO, 75 MoO3 0.71 KOH 3.1
NaNOs 250 CuSOq 1.57 Solucién 2
KoHPO4 75 Co(NO3)2 0.49 Componente Por litro
NaCl 25 FeSO4 4.98¢9

H2SO4 (Conc) 1mL

Nota: De cada solucion se agreg6 un mL en agua destilada previamente esterilizada en autoclave a 120°C y 1,1 kg/cm?
de presién durante 15 min por cada litro de MBB a preparar. Adaptado de “Incidencia del nitrégeno en la produccion
de biomasa y é&cidos grasos de la microalga Chlorella vulgaris en un fotobiorreactor de panel plano a escala
laboratorio”, por Angel, Pimienta y Rubio, 2013

Al observarse crecimiento significativo de colonias microalgales en la superficie del medio,

se removid con asa estéril una pequefia porcion y se diluyé en una gota de MBB, con el fin de

verificar la pureza de la cepa de Chlorella sp. a través de observacion en el microscopio Optico
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Leica DM500. Las cepas aisladas fueron inoculadas en Erlenmeyers de 50 mL con 30 mL de

medio BBM durante 15 dias (Lépez y Meza, 2017).

5.4.1.2 Obtencion del agua residual municipal

Las muestras de agua residual para todas las pruebas experimentales fueron adquiridas del
efluente de la EDAR “El Pueblo” ubicada en las coordenadas 10°58°17,12” N y 74°50°44,82” O
la cual cuenta con un sistema de estabilizacion y un caudal aproximado de 800 L/s que es vertido
directamente al Arroyo Leon (ver figura 9). EI muestreo fue manual y se obtuvieron muestras
puntuales de acuerdo con lo establecido por la guia para el monitoreo de vertimientos, aguas
superficiales y subterraneas del Instituto de hidrologia, meteorologia, y estudios ambientales de
Colombia (IDEAM, 2010), donde se establecen los parametros para la seleccion del tipo de

muestreo.
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Figura 9. Punto de vertimiento directo de EDAR “El Pueblo” a Arroyo Ledn. Adaptado de Open Street Map, 2019.
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5.4.1.3 Monitoreo de crecimiento poblacional del cultivo
Los tamafios de los indculos iniciales de Chlorella sp. para las unidades experimentales de
bioensayos de la fase 1 oscilaron entre 1.13x10° cel/mL a 9x10° cel/mL y en la fase 2 oscilaron
entre 1.15x10° cel/mL a 9x10° cel/mL. Estos tamafios son los mas adecuados para estudios de
seguimiento de las etapas de crecimiento de Chlorella sp. en cultivos discontinuos (Mariano,

Mayta, Montoya y Tarazona, 2017).

Figura 10. Montaje experimental de las fases 1 y 2 del proyecto. Fuente: Autores

El crecimiento poblacional de cada réplica fue monitoreado cada * 24 horas, durante 7 dias
durante la fase 1, y 5 dias durante la fase 2 (Valenzuela, 2013). Para ello se empleo el
hematocitémetro de Neubauer de profundidad 0.1 mm, tal como se observa en la figura 11
(Valenzuela, 2013).Usando una micropipeta de 50 uL se tomo una alicuota luego de
homogenizar la muestra de cada uno de los cultivos, se agrego al borde del cubreobjetos en el
extremo de la camara, dejando que el liquido penetrara por capilaridad y se procedié a realizar el

conteo en el microscopio Leica DM500, usando el objetivo 40X.
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Figura 11. Hematocitometro de Neubauer usado para conteo celular en las diferentes fases del proyecto. Fuente:

Autores

A través del hematocitometro se realizd conteo de células en el cuadro central de este, el cual
consta de 25 cuadros, cada uno con un area de 0.04 mm? (0.2 mm x 0.2 mm), a su vez divididos
en 16 cuadros mas pequefios, de ellos se leen cinco cuadros menores, los 4 extremos y el centro
(ver figura 12), lo anterior teniendo en cuenta que el tamafio de las células de Chlorella sp. es
inferior a 6 um y se presentan cultivos con altas concentraciones (Arce et al., 2017).
Posteriormente se aplico la formula propuesta por Bastidas (2019) para obtener datos de
concentracion en unidades de cel/mL (ver anexos). Los datos calculados se procesaron a través
del software Microsoft Excel 2016 para generar la curva de crecimiento celular respecto al

tiempo de cada fase 1y 2.
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Figura 12. Unidades de conteo de hematocitometro de Neubauer. Adaptado de “Crecimiento de la microalga

Dunaliella salina en un cultivador Raceway en condiciones de laboratorio”, Manso y Mayorga, 2017.

Adicionalmente en la fase 1 del proyecto, se determino contenido de clorofila, y se calculo

tiempo de duplicacién y tasa especifica de crecimiento.

5.4.1.3.1 Tasa especifica de crecimiento
En la fase de crecimiento exponencial se calculd la tasa especifica de crecimiento que
representa la velocidad de crecimiento del cultivo, expresada en nimero de divisiones al dia por

medio de la ecuacién de Guillard (Andersen y Kawachi, 2005; Mariano et al., 2017).

5.4.1.3.2 Tiempo de duplicacién
El tiempo de duplicacion (Td), hace referencia al tiempo que requiere una poblacién para
dividirse, se calcul6 usando la ecuacion de Guillard expresada en divisiones/dia (Andersen 'y

Kawachi, 2005; Mariano et al., 2017).

5.4.1.3.3 Contenido de clorofila
Entre los pigmentos naturales que hacen parte de las biomoléculas presentes en la biomasa de

microalgas, se encuentra la clorofila, esta representa entre 0.50 y 1.50% del peso seco de la
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biomasa microalgal, por ello la cuantificacién permite analizar el crecimiento del cultivo (Jacob,
Queiroz, Queiroz, Ramirez y Streit, 2015). Para la determinacién del contenido total de la
clorofila a y P se recolectaron 3 mL de cultivo en tubos de ensayo de 15 mL de capacidad,
durante las fases de crecimiento exponencial y estacionaria, la muestra se centrifugd a 4000 rpm
durante 20 minutos con el proposito de sedimentar la biomasa microalgal y descartar el

sobrenadante, empleando la centrifugadora ‘Megafuge™ 8 Small Benchtop’ de ThermoFisher.

Para la extraccion de los pigmentos del material sedimentado, se disolvié en 10 mL de
acetona al 90% de referencia Merck, y agité durante un minuto en tubos de ensayo de 15 mL;
luego éstos se almacenaron sellados con papel craft para evitar la degradacion de las muestras, en
un refrigerador a una temperatura de 3°C durante 24 horas, lapso en el que se da el proceso de
extraccion Wegmann y Metzner (1971), (Garcia, Moncayo y Pastuzo, 2016). Por ultimo, al
solvente con los pigmentos extraidos (ver figura 13) se les determino la absorbancia (A) a
longitudes de onda de 570, 600 y 650 nm en un espectrofotometro HACH DR3900 contra un

blanco de acetona al 90% marca Merck.
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Figura 13. Extraccion de pigmentos con acetona al 90%. Fuente: Autores

La concentracion de los pigmentos de clorofila o y B se calculd segun la ecuacion de Jeffrey y
Humphrey (1975), (Garcia et al., 2016). Dicha ecuacion se puede consultar en los anexos de este

documento.

5.4.2. Cuantificacion de la concentracion de nutrientes removidos usando Chlorella sp
El monitoreo de nutrientes, pH y temperatura en cada muestreo se hizo siguiendo las
metodologias propuestas por el ‘Standar Methods’ para la examinacion de agua y agua residual

(Baird, Eaton y Rice, 2017). Cada procedimiento sera expuesto en los siguientes items.

Previo a la medicién de dichos pardmetros, se tomaron 30 mL de la muestra, se llevo a
centrifugacion durante 15 minutos en el equipo ‘Megafuge™ 8 Small Benchtop’ de

ThermoFisher, con el fin de separar la biomasa microalgal del medio.
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5.4.2.1 Monitoreo de concentracion nitratos

A cada muestra extraida de los bioensayos (en todos los casos 10 mL de solucidn) se adiciond
el reactivo NitraVer 5 (en polvo) con rango de reaccion entre 0.3 — 30 mg/L NOsz-N, el cual se
agitd vigorosamente durante 1 minuto hasta que la muestra de solucién se torn6 a un color &mbar
y se dejé en reposo para que reactivo actuara sobre la muestra, por un tiempo de 5 minutos. Esta
solucion se agreg6 a una celda cuadrada de cuarzo propia del equipo DR 3900 de HACH, donde
se selecciono el programa ‘Nitrate’ y se ajusto a la funcion NOg', para la lectura inicial del
blanco o testigo, seguida de la muestra con reactivo. EI método usado por este equipo
corresponde a la 8039 HR reduccion de cadmio, y los datos obtenidos se expresan en mg/L

(Baird et al., 2017; HACH, 2019; IDEAM, 2018).

5.4.2.2 Monitoreo de concentracion de fosfatos
En 10 mL de muestra se vertié 0.5 mL de reactivo molibdovanadato (en liquido) de alto

rango de reaccion entre 1-100 mg/L PO4, con una micro pipeta Thermo de 50 pL, esto se agito
durante 7 minutos mientras se obtenia un color amarillo tenue en la muestra. Posteriormente, esta
solucion se trasegd a una celda cuadrada de cuarzo de 1 pulgada destinada para la lectura del
espectrofotometro DR 3900 de HACH con el programa ‘Phosphorus Reactive’ incorporado y
ajustado a la funcion PO4 para su lectura. Previo a la lectura de la muestra con reactivo, se
agrega a una celda como la descrita anteriormente 10mL del blanco o testigo, y se lee
inicialmente. El método usado por este equipo para la determinacion de este parametro
corresponde a 8114 Molibdovanadato, y los datos obtenidos se expresan en mg/L (Baird et al.,

2017; HACH, 2019; IDEAM, 2018).
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5.4.2.3 Monitoreo de concentracion de pH y temperatura
Los datos de pH y temperatura (°C) se obtuvieron diariamente en todos los ensayos con
pHmetro YSI Ecosense 100A. Esta informacion fue Util para establecer relaciones entre la
dindmica del crecimiento poblacional de la cepa y las condiciones experimentales de los ensayos

(Pizarro y Ramos, 2018).

5.4.3. Evaluacion de la remocion de NOs™y PO4* del indculo escogido de Chlorella sp.
en un sistema de fotobiorreactores verticales con columna de burbujeo a escala
piloto

Una vez determinado el tamafio de inoculo 6ptimo para la remocion de NOs™y PO4> en
aguas residuales domésticas de la EDAR “El Pueblo” éste se adiciond a un sistema de
fotobiorreactores verticales con columna de burbujeo disefiado y construido en el marco del
proyecto “Desarrollo de un sistema de tratamiento de aguas residuales domésticas mediante la
implementacion de filtracion multiple con material bioadsorbente y microalgas”. En esta fase se
evaluo la remocion de NOs™y PO+* del indculo escogido de Chlorella sp. y se relacioné con los
parametros de operacion del sistema de fotobiorreactores utilizado para este estudio. Ademas de
la evaluacion de NOs™ y PO4*, pH, temperatura y crecimiento poblacional de Chlorella sp. en el
sistema de fotobiorreactores se aportaron (basado en una revision bibliografica especializada)
algunas consideraciones sobre las condiciones ingenieriles del sistema relacionadas con la

efectividad del cultivo y el tipo de sistema seleccionado.

5.4.3.1.  Caracteristicas del sistema de fotobiorreactores
El sistema contd con dos reactores, construidos en material acrilico, con 1 metro de altura 'y
volumen de 6 litros cada uno (ver figura 14). Estos reactores estuvieron conectados a través de

una serie de tuberias externas con diametro de 1/2 pulgada. Dichas tuberias externas se
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comunicaban con un depdsito de almacenamiento de agua de referencia ‘Acuaviva 250L° con el
fin de garantizar la circulacion de agua a través del sistema (Mazeikieng, 2019), para ello se
cont6 con una bomba de suministro con caudal maximo de 40 L/min, presién de 57 PSI y rodete
periférico, de referencia Electrobomba PKM 60. Para lograr mantener la microalga en
suspension a través de todo el sistema, se us6 una bomba de aireacion con una presion de 4.35
PSI, volumen de aireacién de 50 LPM, de referencia Air Pump Kit PT 1620, que dosifico el aire
al sistema de reactores a través de una piedra porosa en cada reactor (Alvarez et al., 2016; Lei et

al., 2015; Bellucci et al., 2019).

El inoculo inicial agregado al sistema fue de 3.5x10° cel/mL de Chlorella Sp. Se monitored

los pardmetros de interés cada 4 horas, en total se hicieron nueve muestreos.

Figura 14. Sistema de reactores usados durante la fase 3 de la investigacion. Fuente: Autores
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5.5. Analisis Estadistico

En esta investigacion se desarrollé un disefio experimental de tipo factorial con un factor de
tratamiento, y mas de una variable respuesta, con tres niveles experimentales, y tres réplicas de
las unidades experimentales. En el experimento de la fase 1 se definieron como variables
dependientes las concentraciones de NOs™y PO4* y la variable independiente la densidad celular
de la que se derivan los pardmetros de crecimiento (Maxima densidad celular, tasa especifica de
crecimiento y tiempo de duplicacion). En el caso del experimento de la fase 2 se definieron como
variables dependientes las concentraciones de NOs™ y PO4* y pH, la variable independiente a los
tratamientos establecidos (T1, T2, T3), y una variable de bloqueo correspondiente a los dias en
los que se desarrollo el experimento (esta variable no fue movida). Para analizar los resultados
obtenidos en la fase 1 del experimento se aplico andlisis de varianza ANOVA con un intervalo
de confianza del 95% (0=00.5) y modelos de regresion lineal simple, y en la fase 2 se aplico
modelos lineales generalizados. Los analisis de datos se realizaron a través del software

Statgraphic Centurion XVII.
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6. Analisis de resultados

6.1 Determinacion del tamafio de inoculo inicial de la cepa de Chlorella sp. para su uso en
la remocién de NO3s y PO4* en un sistema de fotobiorreactores verticales con columna
de burbujeo

El desarrollo de las actividades de investigacion de la fase 1 se dirigieron al
acondicionamiento del tamafio de indculo inicial mejorado de Chlorella sp.. Se analiz6 en las
unidades experimentales del bioensayo el comportamiento de la dindmica poblacional de la cepa

con relacion a sus etapas de crecimiento: adaptacion, logaritmica o exponencial, estacionaria, y

muerte (Gomez, Kufundala, Ortega, Salazar y Silveira, 2018). En la figura 15 se observa que

entre los dias 5 y 6 del experimento la curva de crecimiento alcanza la fase exponencial con un
evidente pronunciamiento. La fase exponencial esta relacionada a una méxima densidad celular

(MDC), alta tasa especifica de crecimiento (TEC) y menor tiempo de duplicacion (Td), lo que se

vincula con el momento de mayor actividad metabolica de la microalga, incremento de la

incorporacion y transformacion de nutrientes del medio y biosintesis de compuestos organicos de

vital importancia para su crecimiento y reproduccion (Castafieda y Consuelo, 2016).

La incorporacion de un inéculo inicial de una poblacion de 1x10° cel/mL para cada uno de
los tratamientos (T1, T2 y T3) es decisiva para el alcance del objetivo de esta fase, debido a que,
la poblacidn de las células microalgales se encuentran en los inicios de la fase exponencial
temprana, lo cual facilita la adaptacidn del microorganismo a las condiciones del medio de
cultivo y obtener mayores rendimientos en el crecimiento (ver figura 15), segun lo observado por
Forero et al. (2016). Este comportamiento del crecimiento es usual en los cultivos discontinuos, a
través del cual se puede analizar el comportamiento general de la microalga respecto a cada

tratamiento establecido (Arbib et al., 2015; Estrada y Tafur, 2015).
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Figura 15. Curva de crecimiento de Chlorella sp. inoculada en los diferentes tratamientos establecidos. Fuente:

Autores

Se observa que en todos los tratamientos el crecimiento poblacional se presenté un
comportamiento similar durante los primeros 3 dias, correspondiente a la fase de adaptacion.
Esta fase fue mas corta respecto a las reportadas en otras fuentes, la cual corresponde a un
tiempo de 5 dias (Forero et al., 2016; Araujo y Vargas, 2017). Este comportamiento en la
dinamica del crecimiento de la cepa esta asociado probablemente al periodo de adaptacién a las
condiciones outdoor del experimento y a que el tamafio del indculo inicial se encontraba en fase
logaritmica temprana (mencionado anteriormente). Referente a la cepa utilizada se ha planteado
que posee una plasticidad metabdlica y resistencia a los cambios ambientales (Colorado et al.,
2013), lo que permite que su adaptacion sea mas facil y rapida en diferentes medios de cultivo

(Angulo, Plaza, Puentes, Torres y Vacca, 2017). Se obtuvo al tercer dia una tasa de crecimiento
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menor a 0.49 div/dia, y un tiempo de duplicacion maximo de 1.79 dias (ver tabla 2). Para los
diferentes tratamientos las MDC de 3.68x10°, 3.2x10° y 3.26 x10° cel/mL de agua residual
municipal. Resultados similares a los obtenidos por Aranda et al. (2012), en el uso de Chlorella
vulgaris bajo tres densidades diferentes para evaluar su crecimiento bajo condiciones
mixotrdficas, y por Mendoza (2019) utilizando Chlorella vulgaris para evaluar su crecimiento en

efluentes de remojo de curtiembre.

Tabla 2

Tasa especifica de crecimiento (TEC) y tiempo de duplicacion (Td) en las fases de adaptaciéon y

exponencial
Fase Tratamiento TEC Td
T1 0,39 1,79
Adaptacion T2 0,40 1,74
T3 0,49 1,41
T1 0,76 0,91
Exponencial T2 0,73 0,95
T3 0,44 1,58

Nota: Los valores reportados corresponde al calculo de la tasa especifica de crecimiento y el tiempo de duplicacion
de Chlorella sp. en la fase de adaptacion y exponencial.

Los T1y T2 presentaron un crecimiento similar en la fase exponencial, ocurrida entre los dias
4y 6. En esta fase se presentaron las mayores tasas de crecimiento, con valores de 0.73 y 0.76
div/dia y los menores tiempos de duplicacion, requiriéndose solo 0.95 y 0.91 dias

respectivamente, valores dentro del rango usual de acuerdo con lo obtenido por Forero et al.
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2016, en ensayos con Chlorella vulgaris. Tal como se observa en la figura 15, la concentracion
celular en el tratamiento 3 presentd un crecimiento mas lento, entre los dias 4 y 5, con tasas de
crecimiento de 0.44 div/dia y tiempo de duplicacién de 1.58 dias, como consecuencia de la

probable disminucion de los nutrientes disponibles en el medio (ver tabla 2).

Finalmente, en el dia 6 se present0 la fase estacionaria, similar a lo observado por (Pizarro y
Ramos, 2018), en ensayos con Chlorella vulgaris. Para los tratamientos 2 y 3, a partir del sexto
dia se present6 la disminucion de la densidad celular como consecuencia de la limitacion de
fosfatos y nitratos, la poblacién entr6 en una etapa de reciclado de nutrientes, de células muertas
y en descomposicion, con lo que se presume la presencia de metabolitos auto inhibidores que

generaron el detrimento del cultivo (Colorado et al., 2013).

Las MDC alcanzadas durante la fase exponencial coincidieron con las mayores
concentraciones de clorofila. En la tabla 1, se observa las diferencias de concentraciones de
pigmentos en relacion con las fases de adaptacion y exponencial del cultivo. Se ha reportado que
los especimenes de la Clase Cloroficea como otros taxones algales presentan una correlacion
directamente proporcional entre la produccion de pigmentos clorofilicos a y B con el crecimiento
celular durante la fase exponencial (Gallego et al., 2013). Dicha relacion se evidencia en los
valores de clorofila obtenidos en cada una de las concentraciones de ARM tratadas, similares a
los presentados por Avila et al. (2015) con cepas de Chlorella sp. inmovilizada utilizando agua
residual como medio de cultivo, se observd el incremento significativo en la concentracion de
clorofila a los 10 dias de experimentacidn (fase exponencial), respecto a los valores presentados
durante la fase de adaptacion del cultivo. Asi mismo, Andrade et al., (2004) obtuvo una
produccidn significativamente mayor de pigmentos clorofilicos en el punto en el que el cultivo

de Chlorella sp. en agua residual filtrada present6 una mayor densidad.
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Tabla 3

Concentracion de clorofila a y p en las fases de adaptacion y exponencial

Fase Tratamiento  Clorofilaa  Clorofila p  Clorofila total (ug/mL)
T1 8,51 6,46 14,97
Adaptacion T2 8,91 6,28 15,19
T3 15,95 8,22 24,17
T1 86,43 51,01 137,45
Exponencial T2 77,08 29,37 106,44
T3 128,36 90,09 218,46

Nota: Los valores reportados corresponde al calculo de la clorofila de Chlorella sp. en la fase de adaptacion y
exponencial.

Basado en la interpretacion del analisis de regresion simple utilizado en esta fase de la
investigacion se logré establecer una relacion entre las concentraciones celulares y las
concentraciones de NO3z™ y PO, presentes en los diferentes tratamientos de esta fase. En el
primer caso, el valor-P obtenido a traves del analisis de varianza (ANOVA) correspondi6 a
0.0000, evidenciando que existe una relacion significativa entre ambos parametros mencionados.
Para valorar la bondad de la regresion lineal simple ajustado al modelo ‘Raiz Cuadrada-Y
Cuadrado-X’, se obtuvo un coeficiente de correlacion igual a -0.59, mostrando una asociacion
lineal negativa moderadamente fuerte, pues a medida que aumentan los valores de una variable
disminuyen los de la otra, dicho esto, la concentracién de nitratos guarda una relacion
inversamente proporcional respecto a la densidad celular presentes en los distintos tratamientos

(ver figura 16). Una vez analizada la intensidad de la relacidn entre las variables, se procedio a
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estimar los parametros de prediccion a través del criterio de minimos cuadrados, aplicando el
estadistico T donde se obtuvo un valor-P igual a 0.000 permitiendo asi, comprobar la regresion

que existe entre ambas variables.
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Figura 16. Grafico del modelo ajustado de la relacion establecida entre la variable de crecimiento celular y de

concentracion de NOs. Fuente: Autores

En el segundo caso, para identificar la relacion entre la variable de densidad celular y
concentracion de PO4*, se obtuvo del analisis de varianza un valor-p igual 0.0000, indicando una
relacion altamente significativa entre ambas variables. Como resultado de la regresion lineal
simple ajustada al modelo ‘Raiz Cuadrada de X’, se obtuvo un coeficiente de correlacion de -
0.63, evidenciando una conexion negativa fuerte, pues a medida que se incrementa la
concentracion de células por mililitro la cantidad de POs*disminuye (ver figura 17). A través del
estadistico T se estimaron los parametros de prediccion con el criterio de minimos cuadrados, al
obtener un valor-P de 0.000 se corrobora que la regresion que existe entre ambas variables es

significativa.



ELIMINACION DE NUTRIENTES UTILIZANDO CHLORELLA SP. 65

40 -
ro
30 —
L o =]
g -é 0w O
E 2f¢ o
3 e 5 o o
a F o Yo e @ o o g ©
Fg oo o, [sls) < o o
F o o e, ° ] @
10— [«3) o o @ o o o
- o
B o db ¢ °o ¢ °
: o @ oo o
0_\ 1 I °) 1 I 1
0 3 6 9 12 15 18

(X 1.E6)
CELL DENSITY (cel/ml)

Figura 17. Grafico del modelo ajustado de la relaciéon establecida entre la variable de crecimiento celular y de

concentracion de PO4%. Fuente: Autores

La fase exponencial es el momento en el cual los microorganismos muestran signos de
adaptacion a las condiciones del medio e incrementan su metabolismo para la remocion de la
mayor cantidad de compuestos inorganicos posibles (Castafieda y Consuelo, 2016). De acuerdo
con los resultados obtenidos por Arbib et al. (2015), quienes reportaron que la clorofita
Coelastrum sp., presento el mayor incremento de la biomasa y una relacion directamente
proporcional con la eliminacion de nutrientes en el medio de cultivo. La MDC de 3.63x10°
cel/mL obtenido en la fase exponencial presento cierta similaridad con la obtenida por (Pizarro y
Ramos, 2018) con cepas de Chlorella vulgaris en el punto previo a la fase exponencial del
estudio en condiciones outdoor utilizando como medio de cultivo el efluente de la produccion del
pescado Siorela lalandi. Es de destacar que durante la fase de acondicionamiento Chlorella sp.
alcanzé porcentajes de remocion de NOs que oscilaron entre 54% y 95% y para el PO, entre el

49% y 65%.
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6.2 Analisis de la capacidad de remocién de NOs™y PO, de aguas residuales de la EDAR
“El Pueblo” (Barranquilla) en cultivos discontinuos de Chlorella sp. en condiciones
outdoor
El uso de cultivos de microalgas ha sido una alternativa sostenible y accesible para el

tratamiento de aguas residuales con alta carga de concentraciones de NO3™y PO.* (Hernandez y

Labbé, 2014). En relacion con el indculo inicial de 1x10° cel/mL se logrd evidenciar diferencias

en la remocion de NOs™y PO+ en cada uno de los tratamientos de esta fase del estudio. En la

figura 18 se observan el comportamiento de los valores de concentraciones de NO3"y PO4®
analizados durante esta fase del estudio para el tratamiento 1. En el caso del T1 con
concentraciones iniciales de 5.8 mg/L de NOs™ y 30.5 mg/L de PO, exhibieron disminuciones
significativas (77% de NOs™ y 59.2% de PO.*) en el dia cuarto cuando el cultivo alcanzé la

densidad de 9.1x108 cel/mL.

NO3-  ====- CONTROL NO3-

PO4  ====- CONTROL PO4
45

CONCENTRACION (mg/L)

DIA

Figura 18. Comportamiento de nutrientes en el tratamiento 1 respecto a los dias experimentales. Fuente: Autores
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Enel tratamiento 2, la concentracion inicial del PO4> pas6 de 23.8 mg/L a 8.2 mg/L en el dia
tercero, lo que representé una remocion del 65.54% mientras que el NO3™ con una concentracion
inicial de 4.7 mg/L pasé a una de 1 mg/L (ver figura 19) lo que representd una remocién del 95%
cuando la cepa present6 una densidad poblacional de 7.75x10° cel/mL en el tercer dia de la fase

experimental.

NO3- ====- CONTROL NO3-

CONCENTRACION (mg/L)

Figura 19. Comportamiento de nutrientes en el tratamiento 2 respecto a los dias experimentales. Fuente: Autores

En el caso del tercer tratamiento, se observaron niveles de remocion del 54% en las
concentraciones de NOs™ y 49.7% en las de PO4>. El crecimiento celular fue inferior a los
cultivos anteriores, alcanzando una concentracion de 5x10° cel/mL en el punto de mayor

remocidn, ocurrido al tercer dia, similar a lo obtenido en los tratamientos 1y 2 (ver figura 20).
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NO3- ===-- CONTROL NO3-

PO4 =-==-- CONTROL PO4

20

CONCENTRACION (mg/L)

DIA

Figura 20. Comportamiento de nutrientes en el tratamiento 3 respecto a los dias experimentales. Fuente: Autores

Para corroborar estadisticamente la significancia, y el impacto de las variables
independientes, frente a las variables dependientes establecidas en el disefio experimental se
aplicaron modelos lineales generalizados, teniendo en cuenta que valor-P menores de 0.05 indica
que el factor influye significativamente sobre la respuesta (Meza et al., 2018). El valor-P
obtenido del analisis de varianza para PO4* fue igual a 0.000, indicando que al menos un factor
(Dias o Tipo de Tratamiento -T1, T2, T3-) en el modelo esté significativamente relacionado con
la variable dependiente establecida PO4*. De la suma de cuadrados tipo 11 arrojada por el
modelo ajustado, se obtuvo un valor-P igual a 0.000 para ambos factores predictivos (es decir,
las variables independientes), lo que indica una alta significancia de dichas variables dentro del

modelo ajustado, principalmente la variable dias.
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La gréfica del modelo ajustado permite observar una relacién inversamente proporcional (ver
figura 21), en la que al aumentar el nimero de dias en el experimento disminuye la
concentracion de PO4*, lo que evidencia la remocion obtenida en el paso del tiempo, tal como lo
observa (Avila et al., 2018) en ensayos con cepas de Chlorella sp. en suspension, utilizando
como medio de cultivo agua residual estéril bajo condiciones controladas de laboratorio, alli el
porcentajes de remocion se incrementa a medida transcurre el experimento y se alcanzan los
mayores al tercer dia. Asi mismo, (Haro y Perales, 2015) utilizando un bloom de microalgas,
cuya especie dominante fue Coelastrum sp., cultivadas en medios sintéticos y bajo condiciones
controladas de luz y temperatura, observé que los mayores niveles de remocion se presentaron a
mayores tiempos experimentales, coincidentes con altas densidades poblacionales encargadas de

metabolizar los nutrientes.

Grafica del Modelo Ajustado
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Figura 21. Grafico del modelo ajustado que explica significancia entre el factor dia y la variable dependiente PO,

Fuente: Autores
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Para determinar qué medias de los factores categoricos (es decir del tipo de tratamiento -T1,
T2, T3-) son significativamente diferentes se aplicé el procedimiento de intervalos LSD. La
figura 22 muestra las medias por minimos cuadrados con los intervalos de incertidumbre de cada
tratamiento y su respectivo blanco. Se observa a través de dicha grafica que las medias de los
tratamientos T2 y T3 se traslapan indicando que no hay diferencias significativas frente a las
medias de las concentraciones de PO.*, las medias de los tratamientos no se traslapan con las
medias de los blancos de estos, dado que si hay diferencias significativas en dicha relacién. A
excepcion del T3, en el cual se observa que la muestra se traslapa en un minima proporcién con
su blanco, lo que cual corrobora los resultados obtenidos en los niveles de remocion ofrecidos

por este tratamiento.
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Figura 22. Significancia entre medias categoricas y concentraciones de PO,* a través de intervalos LSD de Fisher.

Fuente: Autores.

El valor-P obtenido del anélisis de varianza para NO3™ fue de 0.0001, demostrando el alto
grado de relacion con los tipos de tratamientos. El factor dias presentd un Valor-P de 0.76, lo que

evidencia una relacién poco significativa entre los dias establecidos y las diferentes
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concentraciones de nitratos, probablemente a razén de la alta velocidad en la asimilacion de los
nutrientes por parte de los microrganismos en los primeros dias. En la figura 23, se observa que
las medias de los tratamientos se traslapan entre si indicando que no hay diferencias
significativas frente a las medias de las concentraciones NOz". Las medias de los tratamientos no
se traslapan con las medias de los blancos de estos, dado que si hay diferencias significativas en
dicha relacion. En otros términos, lo anterior indica que los porcentajes de remocion presentados
son muy similares en los tres tipos de tratamiento, y las concentraciones de NOsz", en los
controles de los tratamientos estuvieron por encima de las concentraciones determinadas en cada
tratamiento, lo cual muestra que los niveles de remocidn obtenidos a través del tratamiento son

atribuibles a la asimilacion de moléculas de nitratos por las microalgas en los cultivos.
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Figura 23. Significancia entre medias categéricas y concentraciones de NOs" a través de intervalos LSD de Fisher.

Fuente: Autores.
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Otra de las variables que se incluyeron dentro del modelo lineal generalizado fue pH dado
que dentro del disefio experimental se contempld su importancia en el desarrollo del cultivo de

las cepas en estudio como una variable dependiente.

El comportamiento de dicho pardmetro durante esta fase se observa en la figura 24. Se
muestran rangos de pH de 7 durante el dia 0, y se evidencian aumentos significativos durante los
dias 2 y 3 a valores entre 8.9 y 9.4. Los niveles de pH aumentan durante estos dias (que
representa la fase exponencial de las microalgas) como consecuencia de que el CO> diluido en el
agua (formando acido carbdnico -H2COs-), es asimilado por las microalgas durante la fase
luminosa de la fotosintesis, lo cual eleva el consumo de carbono lo que origina un incremento en

los niveles de pH (Arbib et al., 2015).
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Figura 24. Comportamiento de pH en los distintos tratamientos establecidos respecto a los dias experimentales.

Fuente: Autores
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Como resultado del modelo lineal generalizado en el anlisis de varianza para pH se genero
un Valor-P de 0.0005, demostrando una relacion significativa frente a la variable dia, y un Valor-
P de 0.2450 para el factor predictivo Tratamiento. Es decir que, el factor dia tiene una
significancia moderada en relacion con el pardmetro pH, pero el tipo de tratamiento no, dado que

no guarda una relacion importante frente al parametro.

El nivel de pH durante el experimento en general fue favorable, se considera que el valor
6ptimo oscila entre 7-9, encontrandose mejores resultados entre 8.2-8.7, similar a los presentados
en todos los ensayos. Relacionado con lo obtenido en cultivos continuos de Scedesmus obliquus
y Chlorella vulgaris, en los que se evidencia el efecto del pH sobre la produccion de biomasa.

(Alvarez et al., 2016; Adbin et al., 2019; Acién et al., 2014).

De los resultados obtenidos en esta fase del experimento, es posible afirmar que los
porcentajes de remocion de nitratos y fosfatos por la microalga Chlorella sp., en cada tratamiento
fueron significativos, alcanzandose valores superiores al 95% en concentraciones de nitratos y
del 65,5% en concentraciones de fosfatos en el tratamiento 2, durante el tercer dia del

experimento.

Tabla 4

Porcentajes de remocion obtenidos al tercer dia del experimento (fase 2)

Concentracion Concentracion Porcentaje de remocion
Tratamiento Nutriente
inicial final (%)
NOs" 5,8 1,7 70,7

POs* 30,5 18,2 40,3
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NOs 4,7 0,2 95,7
2

PO 23,8 8,2 65,5

NOs 3,2 1,4 56,3
3

PO, 18,0 9,0 50,0

Nota: las concentraciones iniciales y finales estan en unidades de mg/L

La biorremediacion observada se fundamenta en la capacidad natural que posee el
microorganismo estudiado para incorporar contaminantes en sus procesos metabélicos y usarlos
como fuente de energia o carbono (Meza et al., 2018), en el caso de los nutrientes como nitratos
y fosfatos son esenciales en la formacion de biomasa, donde los iones son incorporados por
absorcion directa (Alvarez et al., 2016; Angulo et al., 2017; Pizarro y Ramos, 2018). La
microalga Chlorella sp. es un organismo que puede ser cultivado mixotréficamente (Ardila,
Barajas y Gonzalez, 2017), en ese caso para su alimentacion fija el dioxido de carbono por medio
de fotosintesis y posteriormente consumen los nutrientes del medio en donde se encuentran,

como se hizo en esta investigacion (Jiménez, 2017).
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6.3 Evaluacion de la remocion de NOs™ y PO4* del indculo escogido de Chlorella sp. en
relacion con los parametros de operacion de un sistema de fotobiorreactores verticales
con columna de burbujeo

La fase 3 de esta investigacion se desarrollé con el objetivo de evaluar la remocion de NOs™ y

PO4>- del indculo escogido de Chlorella sp. en relacion a la puesta en marcha de un sistema de

fotobiorreactores verticales con columna de burbujeo en el marco del proyecto-patente

“Desarrollo de un sistema de tratamiento de aguas residuales domésticas mediante la

implementacion de filtracion maltiple con material bioadsorbente y microalgas”.

Las microalgas se han propuesto como microorganismos valiosos para varias aplicaciones,
desde la produccion de productos farmaceuticos hasta el tratamiento de aguas residuales.
Cualquiera que sea la aplicacion final, uno de los factores esenciales del proceso es el
fotobiorreactor en el que se producen las microalgas. Para que el disefio de los fotobiorreactores
sea adecuado, es indispensable entender los principales fendmenos que limitan el rendimiento y
productividad de las células de las microalgas, tales como son la disponibilidad de luz, el
suministro de nutrientes, las condiciones ambientales, incluyendo la temperatura y la radiacion
solar, asi como también la mezcla y pH adecuados (Acién et al., 2017). El buen control de dichas
variables mejora significativamente el crecimiento y optimo desarrollo de las microalgas, segln

lo analizado por Huang, Jiang, Wang y Yang (2017).

Segun las caracteristicas del sistema de reactores utilizado, y lo establecido por Patyna, Placzek
y Witczak (2017), se implementé un sistema de cultivo cerrado basado en fotobiorreactores
verticales con columna de burbujeo. Este tipo de sistema ha sido exitoso para el tratamiento de
aguas residuales puesto que pueden garantizar una relacion 6ptima de la superficie del reactor

con su volumen, un facil control, reproducibilidad y mantenimiento de las condiciones éptimas
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del cultivo tales como la temperatura, la luz, el pH, que consecuentemente permiten un mejor
control de los posibles contaminantes. Son compactos y asequible, ademas sencillos de esterilizar

y de operar anéxicamente (AST Ingenieria S.L., 2013; Chang et al., 2017; Vo et al., 2019).

El material 6ptimo para la construccion de los reactores para tratamiento de aguas residuales
con microalgas debe permitir principalmente el acceso de la luz al sistema. Los reactores
proporcionados para la fase 3 del proyecto estaban elaborados de polimetilmetacrilato (PMMA),
un material que proporciona dicha condicion al cultivo por su transparencia del 93%, alta
resistencia al impacto y a la intemperie, dureza similar al del aluminio y baja densidad

(Fernandez, 2013).

La iluminacion suministrada al sistema de reactores fue proporcionada a través de luz natural.
En el area sobre el que se instald, segun el IDEAM (2014) los niveles de irradiacion media
presentados durante el tiempo en que se desarrollé la presente fase fueron entre 5.0 y 5.5
kwh/m?, y la radiacion ultravioleta media correspondié a un rango entre 5y 6 IUV. Estos niveles
de iluminacion se han demostrado que son los adecuados para la actividad fotosintética de la
microalga Chlorella sp. debido a que dichos rangos no influyen en la disminucion poblacional

por efecto de la fotoinhibicion (Gutiérrez, 2017; Chang et al., 2017).

En cuanto al suministro de aire, dentro del sistema se realiz6 con una bomba de aireacion con
volumen de 50 LPM vy presidn de 4.35 PSI, a través de una piedra porosa en cada reactor que
permitio la correcta re-suspension de los microorganismos a través de los mismos, esto evito la
sedimentacion celular en el sistema y obligd a las células a moverse entre las zonas oscuras y
claras, mejorando la fotosintesis, y consecuentemente la remocion de nutrientes (Acién et al.,

2001; Ramirez et al., 2015).
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Tabla s

Resultados obtenidos en la tercera fase experimental

77

Concentracion

Muestreo NO3 PO* pH Temperatura
Celular
1 3,5x10° 7,25 11,15 8,47 28,43
2 3,55x10° 7,8 11,6 8,63 32,86
3 4,6x10° 2 7,55 8,72 34,03
4 5,1x10° 2 7,5 8,75 33,46
5 5,8x10° 4 7,8 8,79 32,76
6 6,1x10° 4,4 10,3 8,83 31,76
7 5,0x10° 4 10 8,28 27,9
8 6,05x10° 3,6 9,5 8,37 28,7
9 5,12x106 2,9 9,3 8,73 30,7
10 5,95x10° 1,1 6,8 8,96 32,73

Nota: La densidad celular esta reportada en unidades de cel/mL, las concentraciones de nutrientes en

mg/L, y la temperatura en °C

La densidad celular del inoculo agregado en el sistema de reactores tuvo un comportamiento

exponencial durante los primeros 6 muestreos (durante las primeras 24 horas), alcanzando una
concentracion celular de 6,1x10° cel/mL (ver tabla 4). Durante dicho intervalo de tiempo de la

etapa experimental, se presentaron porcentajes de remocion en la concentracion de nitratos del

72.4% y 32.7% en la concentracion de fosfatos.

El pH varid entre 8.28 y 8.96, rango dptimo para la especie. Segun Yen et al. (2019), estos

rangos varian de neutro a ligeramente alcalino entre 7 y 10, debido a reacciones relacionadas con
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el consumo de carbono y nitrogeno del medio en que se encuentran, en este caso agua residual
municipal. Autores como Anderson, Au, Lam, Liu y Wu (2007) reportaron comportamientos del

pH similar con la especie Chattonella marina.

La temperatura varié de acuerdo con los diferentes momentos del dia en que se realizaron los
muestreos, en horas de la mafiana y noche las temperaturas medidas correspondieron a grados
bajos entre 28.4 °C y 31.7°C, respecto a las horas de la tarde donde se registraron temperaturas
de hasta 34°C. Los rangos relacionados anteriormente se consideran Gptimos para la
productividad de la especie segun Singh y Singh (2015), quienes afirma que intervalos de
temperaturas mayores podrian producir dafios en las células de la microalga o la muerte. Otras
investigaciones obtuvieron resultados favorables en el desarrollo de la especie Chlorella

pyrenoidosa al exponerla al mismo rango de temperatura (Han et al., 2013).
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Figura 25. Comportamiento de la densidad poblacional de Chlorella sp. en el sistema de fotobiorreactores verticales

con columna de burbujeo. Fuente: Autores
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A partir del muestreo nimero seis la concentracion celular en el sistema de fotobiorreactores
empez0 a variar intermitentemente, se generaron aumentos y disminuciones consecutivas entre si
como se observa en la figura 25. En dicho periodo, las concentraciones de nutrientes aumentaron
probablemente por el efecto del caudal de retroalimentacion de agua residual en el sistema (con
una velocidad de 0.058L/s y una presién de 0.5 Hp desde el depésito de suministro). Dicho
caudal posterior a su ingreso al sistema de reactores regresaba nuevamente al dep6sito desde una
altura de 95cm. Aunque no se analizaron observaciones microscopicas de las células cultivadas
en los fotobiorreactores se ha planteado que la velocidad y presién del caudal genera tension de
corte o efecto de cizallamiento en las células de Chlorella sp. que en consecuencia provoca dafio
y disminucion del crecimiento celular (Lan y Wang, 2018). No obstante, las células de Chlorella
sp. tienen una pared celular de 17 a 21 nm de espesor lo que las hace resistentes al estrés
hidrodinamico, incluso respecto a otras especies de microalgas (Michels, Van, Verma y Wijffels,
2015). Aungue la inyeccidn de burbujeo usado en el sistema de fotobiorreactores en este estudio
resulta ser un parametro de importancia vital para el rendimiento del crecimiento celular se ha
demostrado que cultivos de Dunaliella salina obtienen una mejora en la capacidad de remocion
de nutrientes si implementan presiones y caudales de aireacion leves (Gallego et al., 2013; Diaz

y Ordofiez, 2006).

Los resultados discutidos anteriormente muestran que la capacidad asimilatoria del indculo de
Chlorella sp. en el sistema de fotobiorreactores fue significativa alcanzando porcentajes de
remocidn altos como se muestra en la figura 26. Lo anterior evidencia la capacidad de la
Chlorella sp. en la asimilacion de nitrdgeno inorganico y fosforo presente en las aguas residuales
municipales, y la importancia de un correcto disefio de los reactores para su desarrollo. En

paralelo, autores como Alvarez et al. (2016) obtuvieron porcentajes de remocion de nitrégeno
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total del 78.9% y Fosforo de 73.7%, con cultivos de microalgas en medio con agua residual

municipal.
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Figura 26. Porcentajes de remaocién de nutrientes obtenidos por Chlorella sp. en el sistema de fotobiorreactores

verticales con columna de burbujeo. Fuente: Autores
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7. Conclusiones
Esta investigacion en sus diferentes etapas permite concluir que la remocién de nutrientes,
especialmente de nitratos y fosfatos en aguas residuales municipales provenientes de la EDAR
"El Pueblo” con la microalga Chlorella sp. representa una alternativa viable para el tratamiento
terciario de estos efluentes. Y que la virtud de dicho microorganismo llevada a un sistema de
fotobiorreactores verticales con columna de burbujeo resulta una propuesta innovadora para el
tratamiento de aguas residuales municipales en pro del aumento a la accesibilidad del

saneamiento en el territorio local y su dinamizacion.

Como resultado de la fase 1 se obtuvo un inoculo dptimo de 3.63x10° cel/mL al tercer dia de
desarrollo de la fase experimental. Ratificado a través de los contenidos de clorofila
determinados y recuento celular con hematocitémetro, ademas de los porcentajes de remocion
obtenidos entre el 54% y 95% para concentraciones nitratos y entre 49% y 65% para
concentraciones de fosfatos. Lo que permite afirmar que el proceso de adaptacion de la cepa es
fundamental para la obtencion de resultados satisfactorios, puesto que la evaluacion del
comportamiento de crecimiento poblacional de indculos de células de Chlorella sp. previo a su
implementacion en sistemas de tratamiento permite tomar mejores decisiones frente a su
capacidad de remocion y resistencia en condiciones outdoor. Asi mismo, es fundamental que, al
iniciarse un cultivo, el inoculo inicial presente una baja densidad, aproximadamente de 1x10°
cel/ml, con el que se obtiene una mejor curva de crecimiento que permita analizar el
comportamiento de la microalga; este debe ser obtenido de una cepa que se encuentre en fase
exponencial, punto en el que se encuentra la mayor tasa especifica de crecimiento y el menor

tiempo de duplicacién lo que facilitara su reproduccién en el nuevo medio.
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Durante la fase 2 la microalga Chlorella sp., en cada tratamiento obtuvo resultados
significativos, lo que comprueba que esta es capaz de remover nutrientes independientemente de
las concentraciones iniciales que el ARM posea. Destaca el porcentaje de remocién de nutrientes
del indculo del T2 con valores superiores al 95% para NOs. y del 65.5% para PO42, obtenidos al
tercer dia del experimento, lo que permite concluir que esta cepa es bastante efectiva en la
remediacion de aguas residuales con alta carga de nutrientes y que la previa adaptacién de la
cepa empleada permitié obtener los resultados en un menor tiempo. Las mayores densidades
celulares se obtienen al inocular la cepa en aguas residuales con altas concentraciones de
nutrientes, dado que, por la alta velocidad de degradacion de los compuestos, al presentar bajas
concentraciones iniciales rapidamente se convierten un factor limitante del crecimiento, tal como
ocurrié con el T3. La relacion entre las densidades celulares y la concentracion de nutrientes es
inversamente proporcional respecto al paso del tiempo, debido a que se presenta mayor
degradacion metabolica de fosfatos a medida que crece el cultivo celular. La concentracion de
nitratos no presento una relacion significativa en relacion a la variable dias, como consecuencia
de la alta velocidad en la asimilacion de los nutrientes por parte de los microrganismos en los

primeros dias.

Por otra parte, se concluye que el comportamiento del pH influye significativamente en el
crecimiento de la Chlorella sp., siendo el rango optimo entre 8.2 y 8.7, este tiene una tendencia a
incrementar como consecuencia de la disminucion de CO; del agua (responsable de la

acidificacion) al ser asimilado por la microalga.

La evaluacion de la remocion de NOs- y PO+* mediante el cultivo de Chlorella sp. con
relacion a los parametros de operacion de un sistema de fotobiorreactores verticales con columna

de burbujeo ratifica la importancia de comprender el control y manejo de condiciones técnicas e
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ingenieriles para el éxito de biorremediacion de aguas residuales basado en biotecnologia de
microalgas. La sinergia de factores como la luz, burbujeo, suministro de nutrientes, tipo de
reactores y otras condiciones ambientales son vitales para el rendimiento de la microalga en los
fotobiorreactores. A pesar de los posibles inconvenientes relacionados con el cizallamiento de las
células de Chlorella sp. por el caudal en los fotobiorreactores se logré demostrar que el indculo
previamente adaptado y mejorado de Chlorella sp. en el sistema de fotobiorreactores del estudio,
representa una alternativa tecnoldgica viable para su aprovechamiento y aplicacion en el
tratamiento de aguas residuales con elevadas cargas de nutrientes. Se demostrd que en sistema de
reactores pueden remover la concentracion de 72.4% de NOs- y 32.7% de PO4> de aguas
residuales derivadas de efluentes de EDAR convencionales y que la obtencion del tamafio de
indculo de Chlorella sp., constituye un procedimiento eficiente para la eliminacion de fosfatos y
nitratos en un sistema de fotobiorreactores verticales con columna de burbujeo a escala piloto de
aguas residuales municipales de Barranquilla provenientes de la EDAR “El Pueblo” que permite

el aumento de la accesibilidad al saneamiento en el territorio local.
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8. Recomendaciones
Para disefiar un sistema de reactores en donde se encontraran cultivos de microalgas
(fotobiorreactores), como en este caso. Es de vital importancia que previamente se estudien las
condiciones ambientales del lugar donde se instalaran estas unidades, la optimizacion,
transferencia de materia y energia del o los fotobiorreactores. Pues a pesar de que se obtuvieron
resultados bastante satisfactorios bajo las caracteristicas y condiciones del sistema de reactores

proporcionado, estas fueron bastante descomedidas frente al objetivo y la poblacion estudiada.

Con el fin de optimizar la productividad del sistema de reactores estudiado, es importante que se
prueben otros caudales de suministro, y se varie la presion a la que se somete al cultivo de
microalgas, pues a pesar de que Chlorella es una especie resistente al estres hidrodindmico, altas
presiones disminuyen sus capacidades depuradoras a raiz de cizallamientos en las células, y en

multiples ocasiones se ha encontrado que dichas presiones pueden ocasionar lisis celular.

Para futuras investigacion de este caracter se dejaran en el anexo C las ecuaciones que se
obtuvieron de los ajustes de los modelos de regresion simple con el fin de permitir que se evalue

a futuro el comportamiento de las variables estudiadas en la fase 1.

Se recomienda, explorar en distintas alterativas que permitan separar la biomasa microalgal
de las aguas residuales tratadas, asi como procesos en los que se pueda aprovechar y reincorporar

dicha biomasa.
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Anexos

Anexo A. Diagramas de flujos metodol6gicos

Se determind el contenido de pigmentos: clorofila o y B, como se muestra en la figura 27.

Determinacion de pigmentos

v

Sustraer 3mL de la unidad experimental
en tubos de tipo falcon para centrifugar

v

Centrifugar la muestra tomada a 4000rpm
durante 20 min. Si se observa biomasa en
el sobre nadante, aplicar tiempo extra.

v

Descartar el sobrenadante resultante de
la centrifugacion de la muestra tomada

v

Adicionar 10 mL de acetona al 90% a la
biomasa obtenida

Tapar y agitar vigorosamente hasta que
se resuspenda la biomasa

v

Refrigerar la muestra a 3°C durante 24

horas
v

Medir absorbancia de la muestra a 570, 600 y
650 nm en fotometro, contra un blanco de
10mL de acetona al 90%

v

Calcular contenido de clorofila a, Py total

Figura 27. Diagrama de flujo sobre el método utilizado para la determinacion de pigmentos. Fuente: Autores.
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Para determinar las concentraciones de nitratos en las diferentes fases de la investigacion se

siguid la metodologia que se muestra en la figura 28.

Determinacion de Nitratos

Figura 28. Diagrama de flujo sobre la determinacion de la concentracion de nitratos a través del método de

v

Tomar una muestra de 10mL

v

Centrifugar la muestra tomada a 4000rpm
durante 20 min. Si se observa biomasa en el
sobre nadante, aplicar tiempo extra.

v

Adicionar reactivo NitraVer 5 (en polvo)

v

Agitar vigorosamente duran 1 minuto
mientras la muestra cambiaba a un color

ambar
v

Dejar la muestra estatica durante 5
minutos

Seleccionar en el fotomeiro el
programa 'Nitrate' y ajustar a la funcion
INOj_f

Leer la muestra en el fotometro, contra un
blanco de muesira sin reactivo

reduccién de cadmio. Fuente: Autores

Las concentraciones de fosfatos se determinaron a través del método Molibdovanadato como

se muestra en la figura 29.
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Determinacion de Fosfatos

v

Tomar una muestra de 10ml

v

Centrifugar la muestra tomada a 4000rpm
durante 20 min. Si se observa biomasa en el
sobre nadante, aplicar tiempo extra.

v

Adicionar 0,5 mL de reactivo Molibdovanadato

v

Agitar vigovosamente duran 7 minutos

v

Seleccionar en el  espectofotometro el
programa 'Phosphorus reactive' y ajustar a la
Sfuncion 'PO,’

Leer la muestra en el fotometro, contra un
blanco de muestra sin reactivo

110

Figura 29. Diagrama de flujo sobre la determinacion de fosfatos a través del método con Molibdovanadato. Fuente:

Autores.
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Anexo B. Ecuaciones matematicas aplicadas
Para calcular la densidad celular en las diferentes fases, se aplico la ecuacion propuesta por

Bastidas (2019):

» Total de células contadas .,
Concentracidn celular = —; x 250000 (Ecuacién 1)
Numero de cuadros contados

Con el fin de calcular la tasa de duplicacion, se utilizé la ecuacion propuesta por Guillard:

ln(X1 - Xo)
r=———

(Ecuacion 2)
=t

Donde “r” corresponde a la tasa especifica de crecimiento de la poblacion, “(X1 — X2)” es la
diferencia entre la densidad celular final y la densidad celular inicial, y “(t1 —to)” es la diferencia

entre el tiempo final y el tiempo inicial.

El contenido de pigmentos, clorofila o y B, se calculd a través de la ecuacion de Jeffrey y

Humphrey (1975):
o ugy | 11,93 X Aggy — 1,93 X Agyy g
Clorofila (mL) = XV (Ecuacioén 3)
: Mg\ 20,36 X Agyy — 5,50 X Agey .,
Clorofila B(m ) = . (Ecuacion 4)
Clorofila a + 3 (ﬁ) = Clorofila Total (Ecuacién 5)

Donde “v” es el volumen de acetona en mL, “V” es el volumen de la muestra tomada del

cultivo en L y “A” es la absorbancia medida en la longitud de onda indicada.

Con el fin de conocer la relacion de una concentracion de nutrientes respecto a otra, en unidades

de porcentaje, se aplicd la siguiente ecuacion (Cabrera, Carillo y Mejia, 2017):
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., Afluente — Efluente .,
% Remocion = Afluente x 100 (Ecuacion 6)

Donde “Afluente - Efluente” es la diferencia entre la concentracion inicial y la concentracion

final, y el “Afluente” es la concentracion inicial de los pardmetros evaluados.
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Anexo C. Ecuaciones de modelos simples ajustados aplicados

La ecuacion 7 fue obtenida de ajustar un modelo raiz cuadra-X para describir la relacion entre la

concentracion de PO,* y la densidad celular en la fase 1.

m cel
PO, (Tg) — 21.062 — 0.00327189 x VCell density (E) (Ecuacién 7)

La ecuacion 8 fue obtenida de ajustar un modelo raiz cuadra-Y X-cuadrada para describir la relacion

entre NOs™ y la densidad celular en la fase 1.

mg cel\?
NO, (T) = (2.81844 - 0.0 x Cell density (E) )2 (Ecuaci6n 8)



