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RESUMEN

Se denominan sistemas de algal de alta tasa por la mejora en el rendimiento o
productividad en la biomasa y en la capacidad de tratamiento de aguas residuales. En
este, la fotosintesis es un proceso fundamental, en donde las algas verdes y
cianobacterias reducen el CO, a expensas del agua con la energia solar capturada por los
pigmentos clorofilicos. Con base a estos conceptos se disefié y construyd un sistema
algal de alta tasa que recibia una carga volumétrica de 6.5 gr m=>.d* y un caudal
promedio de 0,1 m®d™ provenientes de un acople tecnolégico (Laguna anaerobia de alta
tasa + Humedal de Flujo Sub-superficial) para el tratamiento de lixiviado de relleno
sanitario. En este sistema se monitoreo variables fisicoguimicas como pH, Oxigeno
Disuelto (OD), Conductividad Eléctrica (CE) y Potencial de Oxido-reduccion
(PotRedox) empleando una sonda multiparametrica WTW Modelo 340i. La Clorofila a
se determind empelando un Fluorometro AquaFluorTMTuner y de establecié la
productividad en biomasa. Asi mismo, semanalmente se determiné COD (Carbono
Organico Disuelto), Alcalinidad, Fosfatos (PO4-P), DQO total y filtrada (Demanda
Quimica de Oxigeno), NTK (Nitrégeno Total Kjeldahl), N-NH; (Nitrégeno
Amoniacal), N-NOs (Nitratos) y Cromo IV (Cr*®) durante el periodo de Enero-Julio de
2013. El potencial de Fijacién de CO, de las algas se determind mediante balances de
masa. Por otro lado, se determind hasta la taxa més especifica posible las células algales
establecidas, empleando técnicas de microscopia clasica (Taxonomia) y métodos
moleculares (DGGE y Secuenciacion). Para el anlisis de los datos recolectados durante
el periodo de muestreo se empled un test de Friedman y el Test de Wilcoxon, para
analizar los Flux de gas y las concentraciones de entrada y salida del Cromo VI. Segun
el analisis de las variables fisicas, el sistema se comporté como un sistema aerobio,
presentando todas las condiciones para que se genera un fotooxidacion de los
compuestos organicos e inorganicos, alcanzando concentraciones de oxigeno disuelto
superiores a 20 mgL™, niveles de pH superiores a 8 y potenciales redox superiores a 300
mV. Estas condiciones, permitieron un crecimiento algal similar a lo reportado por otros
sistemas. Alcanzando una productividad de 7.2 g.m™?.dia™ de biomasa algal, valor que
puede considerarse alto considerando que la unidad estaba tratando lixiviado de relleno
sanitario. Por otro lado el sistema alga de alta tasa, presentd una buena eliminacion de
NTK filtrado, N-NH, Filtrada y Nitratos con 38.4 %, 36.7 % y 25 % en carga aplicada,
respectivamente. El ortofosfato (P-PO,) por su parte, presentd una eliminacion del 8,2
% siendo alta segun los reportes para esta clase de sistemas. En términos de materia
organica el bioreactor obtuvo una eficiencia de eliminacion de 71 % en DBOs y 31.5 %
de DOQ filtrada. La cantidad de carbono fijado por la las algas a través de la
Fotosintesis en el reactor durante el tiempo de la experimentacion, fue de 26.1 g de C d™
y -18.1 g de C. d™.m™, valores similar a lo reportado por en otros estudios. Mediante el
Test de Friedman se encontraron diferencias significativas en las variables como
materia organica (COD, DQOF) y nitrégenos (NTK, NTKF, N-NH4, N-NO3) dado que
el valor-p es menor que 0.05, siendo la entrada la que mas diferencias tenia con respecto
a los demas puntos de muestreo, comprobando asi que el sistema algal de alta tasa
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realizo una transformacion de los contaminantes. Asi mimo, se encontraron diferencias
significativas (p-valor < 0.05) en los flux diurnos y nocturnos, demostrando
estadisticamente que el sistema tiene dos comportamientos en términos del CO,, el cual
depende de la luz solar. Respecto al Cromo hexavalente, la laguna alcanzé una
eliminacion superior al 80 % vy diferencias significativas (p-valor < 0.05) en las
concentraciones de este metal en la entrada y salida del sistema. Al presentarse una
mayor concentracion a la entrada del sistema. Esta eliminacién o retencion del Cromo
hexavalente, se pudo haber presentado por procesos mediados por la actividad
fotosintética y microorganismos presentes mediante adsorcion fisica, intercambio de
iones y quimiosorcion, precipitacion quimica, reacciones redox o cristalizacién en la
superficie celular, entre otros mecanismos. En lo relacionado a la identificacién de
organismos algales y bacterias del sistema, se encontraron 16 especies algales
diferentes, de estos 10 pertenecen a la Clase Chlorophyceae, dos a la Chlamydophyceae
y dos a la Cryptophyceae. De estas especies, se encontrd que para Chilomonas insignis
y Chroomonas coeruelea no existen reportes cientificos de la presencia de estos
organismos en este tipo de unidades tratando aguas residuales. Por otro lado, se
determind la presencia de bacterias pertenecientes a consorcios de oxidadoras de
Nitritos y Amonio, quienes guardan una posible relacion comensalista con los grupos
algales en el sistema. En conclusion a pesar de que se tratd de un residuo muy complejo
y heterogéneo como lo es el lixiviado de relleno sanitario, el sistema algal de alta tasa
operd durante el periodo del estudio sin grandes inconvenientes, presentado unas
adecuadas eficiencias de eliminacion de contaminantes (materia organica, nutrientes, Cr
V1) y aportando grandes beneficios con la bio-fijacion de CO..
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1. INTRODUCCION

La mala disposicion de los residuos solidos, la lluvia, el manejo inadecuado del relleno
sanitario y entre otros factores, favorecen la produccion de lixiviados, los cuales son un
agua residual compleja generada cuando el contenido de humedad o agua de los
residuos sélidos del relleno es mayor a la capacidad de campo del sitio del relleno (Lin
& Chang 2000; Wiszniowski et al. 2006; Renou et al. 2008; Ahmed & Lan 2012). La
presencia de agua permite una combinacion de procesos fisicos, quimicos y
microbiologicos para transferir contaminantes del residuo solido al liquido, resultando
asi la formacidn del lixiviado (Lei et al. 2007). Este residuo sin tratamiento contribuye
al deterioro de la calidad de los cuerpos hidricos, ademas de ser de gran riesgo a la salud
de la poblacién. El volumen de este liquido tiende a aumentar debido a varios factores,
el crecimiento acelerado y desorganizado de la poblacion urbana, quienes aportan mas
residuos solidos, las lluvias y la acumulacion de lixiviados por falta de un tratamiento
adecuado. Ademéas de estos, factores técnicos como, un mal manejo del relleno
sanitario, mala compactacion, tipo de residuo enterrado y un terreno inadecuado (SSPD
2011).

Para intentar mitigar los efectos negativos de los lixiviados se han propuestos
alternativas tecnoldgicas para su tratamiento, como los humedales construidos, las
lagunas de estabilizacion y algales siendo el principio fundamental para el tratamiento la
actividad biolégica, donde se da una simbiosis entre bacterias y microalgas, lo que
permite la eliminacion de diversos contaminantes como, metales pesados, nutrientes,
materia orgénica, algunos compuestos xenobioticos y otros contaminantes. Asi mismo,
es posible el mejoramiento en las condiciones fisicoquimicas generales del agua antes
de ser vertida a una fuente receptora (Rawat et al. 2011). En este orden de ideas, el
sistema de laguna algal de alta tasa presenta ventajas tales como: no generar
contaminacion adicional, ya que la biomasa puede ser cosechada, permitiendo un
efectivo reciclaje de nutrientes (Pefia et al. 2005; Day & Benson 1999); es de bajo costo;
y no requiere de equipos complejos para su funcionamiento y mantenimiento (Craggs et
al. 2012), se puede utilizar como un sistema que captura CO,, la biomasa de algas
producidas y cosechadas a partir de estos sistemas se podrian convertir a través de
diversos métodos en biocombustibles (Park & Craggs 2011a).

Las algas involucradas en estos sistemas biologicos son utilizadas para la
biorremediacion de contaminantes, empleando configuraciones como las lagunas
algales de alta tasa, que proporcionan las mejores condiciones en la estabilizacion de
aguas residuales domeésticas, industriales y lixiviados, pues la fotosintesis como
principal proceso bioldgico de las algal, produce oxigeno, que es a su vez utilizado para
la actividad de transformacion/degradacion bacteriana (Craggs et al. 2002). Adicional a
la opcién de un tratamiento, también contribuyen en la mitigacién de los efectos
producidos por el exceso de CO, en la atmosfera. Se estima que para el 2009 se
emitieron 5,505.2 millones de toneladas métricas de CO, a la atmosfera en promedio
(EPA 2011), lo que representd aproximadamente el 68 % del total de emisiones de
gases de efecto invernadero producidas antropogenicamente (S. Ho et al. 2011).
Seguramente esa cifra tendera hacia el aumento con el crecimiento de la poblacion
mundial que supera los 7000 millones de habitantes (UNFPA 2011).

Para dar solucion parcial al exceso de CO, que se encuentra en la atmosfera, se han
planteado utilizar las microalgas como estrategia de control de este gas de efecto de
invernadero, al tener uno de los mas eficiente procesos naturales de biofijacion de CO»,
la Fotosintesis (Tang et al. 2011). Estos organismos presentan una serie de
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caracteristicas que los hacen muy atractivos como una posible solucion al aumento de
concentracion de CO; en la atmosfera, en comparacion con los cultivos terrestres, pues
el requerimiento de nutrientes para su crecimiento es simple (nitrégeno, una fuente de
fosfato, trazas de metales, agua, CO,yluz solar) (Mata et al. 2010). Estos son similares a
lo que necesitan las plantas terrestres, pero la diferencia fundamental se encuentra en el
uso eficiente del agua por parte de las microalgas. Sin embargo, un argumento en contra
de estos sistemas son los altos requerimientos de area superficial, pero esta puede estar
destinada para cultivos o alguna otra actividad agricola, comercial o productiva (Chelf
et al. 1994). Sin embargo, este argumento pierde peso, ya que los cultivos algales son
igualmente una alternativa productiva.

Esta investigacion hizo parte del proyecto de investigacion titulado “Eco-Tecnologia
Para La Biorremediacion De Lixiviados De Rellenos Sanitarios: Acople Tecnoldgico
Laguna Anaerobia de Alta Tasa Y Humedal Construido de Flujo Sub-Superficial”
financiado por la Universidad del Valle y el instituto UNESCO-IHE de Holanda, a
través del proyecto EVOTEC con fondos del programa DUPC. Este proyecto de
investigacion se realizo en las instalaciones del Relleno Sanitario de BugaAseo, en el
municipio de San Pedro, Valle del Cauca. Se tuvo como objetivo principal, evaluar la
capacidad de fijacion de CO, de una laguna algal de alta tasa en condiciones del
ambiente tropical americano tratando lixiviado de relleno sanitario a escala piloto. Para
esto se construyo un sistema piloto de laguna algal de alta tasa, el cual se les determino
mediante un balance de masa la contribucion que tenia las algas en la captura o emision
de CO,. Como resultado se obtuvo que la actividad fotosintética neta se presenta
durante 5 a 6 horas al dia, las cuales generalmente van desde las 10 a las 16 horas,
dependiendo de las condiciones de Luz solar. Es en este tiempo que el sistema se
comporta como Sumidero de Carbono, y por ende una mayor actividad de las algas, que
son las que realizan el tratamiento de los contaminantes.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

El calentamiento global ha llegado a un nivel alarmante, debido al cambio en el medio
ambiente a nivel mundial. Industrias relacionadas con la generacion de electricidad,
procesamiento de gas natural, cemento, hierro y la fabricacion de acero, combustion de
residuos solidos urbanos, son los principales contribuyentes de CO, en la atmosfera
debido a su dependencia de fuentes de carbono como el petréleo, el carbén y el gas
natural para cumplir con su requisito de energia (EPA 2011a). Esto ha recibido una gran
atencion debido a que el CO,, es un gas de efecto invernadero; representando el 76,7%
(v /v) del total de gases expulsados a la atmosfera (Tang et al. 2011), el cual ha venido
aumentado con el incremento de la poblacion mundial (Ramanathan 1988;Stewart &
Hessami 2005). Segun el reporte del Centro de Analisis de Informacion de Dioxido de
Carbono, las emisiones de CO, han aumentado de 3 toneladas métricas en 1.751 a 8.230
toneladas métricas en 2006 (Kumar et al. 2011). Otra fuente de CO, proviene de los
sistemas de tratamiento de aguas residuales, como los sistemas anaerobios como las
lagunas anaerobios y UASB entre otros, pero cuya participacion de generacion en el
ambiente mundial es baja. Sin embargo, la EPA continda evaluando los diferentes
sistemas, actualizando los datos para determinar si su contribucion en las emisiones
cambia a significativa (Environmental Protection Agency 2011a)

El secuestro estratégico de CO, adoptado hasta el momento se puede dividir en sistemas
fisicos y bioldgicos. Sin embargo, los medios fisicos tienen desventajas tales como:
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altos costos asociados al desarrollo de las tecnologias apropiadas, la captura, transporte
y almacenamiento de CO, (Steeneveldt et al. 2006). Los métodos bioldgicos de
secuestro de CO; son una alternativa a los métodos fisicos y el uso de microalgas para
el secuestro de CO; presenta varias ventajas, entre otras: la mitigacion de CO, que es
una de las principales fuente del calentamiento global (Gavrilescu 2005), asi como la
produccién de biocarburantes y otros metabolitos secundarios (Kumar et al. 2011). Por
estas razones la implementacion de sistemas algales de alta tasa pueden ser una
alternativa ventajosa, frente a otras tecnologias, pues tiene una alta tasa fotosintética,
permite tratar efluentes contaminados y una alta productividad de biomasa (que se
traduce en la reduccién de NH,4) (Oswald & Gotaas 1955; Park et al. 2011).

Otro problema ambiental grave es la produccion de lixiviados y su constante aumento,
residuo liquido que se caracteriza por presentar como principales componentes materia
orgénica, nutrientes, metales pesados, compuestos recalcitrantes y xenobi6ticos (Monje-
Ramirez & Orta de Velasquez 2004; Renou et al. 2008) y su tratamiento inadecuado o la
ausencia de este contaminan las matrices agua, suelo y aire (Calvo 2003). Los metales
pesados a diferencia de los contaminantes organicos, pueden persistir en la naturaleza y
dada su disposicion en el suelo se puede llegar a predecir su presencia en un horizonte
de mas de 100 afios (Rao et al. 2005). Estos metales pueden ser perjudiciales si se
vierten en las corrientes hidricas, convirtiéndose a mediano y largo plazo en un riesgo
para la salud humana (Kadrivelu et al. 2001; Obersteiner et al. 2007). Un ejemplo, son
las Malformaciones Congénitas, derivadas en la mayoria de los casos por exposicion a
metales pesados, pesticidas y solventes, los se encuentran en los lixiviados, convirtiendo
a este residuo en un agente teratogenico. El cual afecta principalmente a las
comunidades que se encuentran cerca de los vertederos y expuestas por largos periodos
de tiempo. Sin embargo, esta alteracion genética, se presenta si es superado el umbral
del efecto teratogenico (Dolk et al. 1998; Méndez et al. 2006).

Los lixiviados al ser desechos liquidos tiene una mayor movilidad en el medio ambiente
especialmente en las matrices agua y suelo (Obersteiner et al. 2007), lo que
posiblemente podria ocasionar un problema generalizado en salud de la comunidad,
generado por el escape de estos en los rellenos sanitarios o su vertimiento sin tratar o
parcialmente tratado a fuentes hidricas o el suelo. EI volumen de este residuo aumenta
rapidamente, debido a los incrementos de las lluvias y constante produccién de residuos
solidos, lo que evidencia la necesidad que tiene el ambiente y la sociedad de encontrar
alternativas sostenibles para el tratamiento de los lixiviados.

Sin embargo, posterior a algun tipo de tratamiento al lixiviado, se pueden presentar
concentraciones de contaminantes que son vertidos a una corriente superficial
contaminandola. Desencadenando problemas ambientales como eutrofizacion de las
aguas superficiales, deterioro ambiental, entre otras. Las cuales afectaran la salud de las
comunidades circundantes (Konnerup et al. 2009). Es por esto, que se plantea la
posibilidad de dar una uso ecoldgico a estos efluentes con contienen alguna clase de
Nutrientes para diversos organismos (Mustafa et al. 2011). Utilizandolos como medio
para mantener poblaciones de microalgas, quienes pueden aprovechar los nutrientes
presentes en el medio liquido y adicional a esto, tomar CO, del ambiente o de sistemas
previos de tratamiento y aprovechar su biomasa en la produccion de Biocombustibles
(Frac et al. 2010), cerrando asi el ciclo de tratamiento de aguas residuales.
aprovechando el exceso de contaminacion que presentan este tipo de aguas (Mara
2004).
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Sistemas de tratamiento de lixiviados existen variados métodos y tecnologias, desde los
fisicoquimicos como Coagulacion — floculacién (Monje-Ramirez & Orta de Velasquez
2004; Kurniawan et al. 2006 y Renou et al. 2008), Adsorcion (Amokrane et al. 1997;
Wiszniowski et al. 2006), Precipitacion Quimica (Altinbas et al. 2002; 1zzetOzturk et al.
2003), Air stripping (Marttinen et al. 2002; lzzetOzturk et al. 2003), entre otros.
Pasando por los bioldgicos, como aerébico (LIN & Chang 2000; Renou et al. 2008; H.
Li et al. 2009) y anaerdbico (Wiszniowski et al., 2006). Con mudltiples sistemas
desarrollados para este fin. Sin embargo, muchas de estos métodos y tecnologias,
presentan problemas por la complejidad que representa tratar este residuo liquido.

En este estudio se propuso la implementacion de una laguna algal de alta que estuvo
acoplada a un sistema compuesto por laguna anaerobia de alta + un humedal sub-
superficial de flujo horizontal, cuyo objetivo fue evaluar a escala piloto y exploratorio el
desempefio de esta tecnologia como una barrera de pulimento y determinar la tasa de
biofijacion de CO,. De este tipo de investigaciones, donde explora la contribucion de las
algas en la captura de CO, en reactores abiertos bajo condiciones reales del trépico, hay
pocos reportes en la literatura cientifica. evaluando el efecto que este podria tener en el
sistema el cual ademas de tomar el CO,, podria presentar una tratamiento adicional al
efluente (Packer 2009) (en términos de eliminar la presencia de contaminantes de la
matriz agua, ejemplo nutrientes y metales pesados) y siendo mas escasa cuando se ha
utilizado efluente de tratamientos biologicos de lixiviados de rellenos sanitarios. Se
espera que el sistema presente un buen comportamiento, ya que en trabajos previos
realizados en Ginebra, mostraron concentraciones de biomasa algal estaban entre 400-
800 ng.L™ (Ceron 2011). Asi mismo, factores internos o externos como toxinas o
inhibidores no han sido un factor que reduce el crecimiento de las algas en estos
sistemas abiertos. Estos resultados colocan de manifiesto que una apropiada
combinacion de especies algales, las variables ambientales propias del tropico y una
posible suministro de CO, presentan un escenario que contribuya a mitigar la huella de
carbono de los sistemas de tratamiento o al menos hacerla neutra y generar combustible
verde a partir de las algas.
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3. MARCO TEORICO

3.1 Lixiviados
La composicion de los lixiviados comprende materia organica, nutrientes, metales
pesados, compuestos recalcitrantes y xenobidticos (Monje-Ramirez & Orta de
Veladsquez 2004; Renou et al. 2008). Los metales pesados a diferencia de los
contaminantes organicos, son persistentes en la naturaleza y dada su disposicion en el
suelo se puede llegar a predecir su presencia en un horizonte de més de 100 afios (De
Feo & Malvano 2009; Obersteiner et al. 2007), por lo cual tienden a acumularse en
distintos nichos de los ecosistemas y son bioacumulados y bioaumentados a medida que
se avanza en la red trofica. La Tabla 1 muestra los distintos tipos de lixiviados, segun la
edad. La Tabla 2 presenta algunos de las tecnologias de tratamiento de lixiviados mas

empleadas.

Tabla 1.Clasificacion de los lixiviados de rellenos sanitarios segun la edad del relleno

sanitario.
Reciente Intermedio Viejo
Edad (afios) <5 5-10 >10
pH 6.5 6.5-7.5 >7.5
DQO (mgL™) >10,000 4000-10,000 <4000
DBOs/DQO >0.3 0.1-0.3 <0.1

Compuestos orgénicos

5-30% Acidos Grasos

80% Acidos Grasos Volatiles+ acidos

Acidos hiimicos y

Volatiles hamicos y falvicos
Fualvicos
Metales pesados Bajo-Medio Bajo
Biodegradabilidad Alta Medio Bajo
Fuente: (Renou et al. 2008)
Tabla 2.Tecnologias de tratamiento aplicadas en lixiviados
Tratamiento Descripcién Referencia

Fisicoquimico

Coagulacién
- floculacion

Adsorcion

Precipitacién
Quimica

La coagulacion-floculacién se puede utilizar con éxito en el
tratamiento de lixiviados estabilizados y viejos. Se utiliza
ampliamente como un pre-tratamiento, previo a un tratamiento
biol6gico o la dsmosis inversa, 0 como una etapa de un
tratamiento final con el fin de eliminar la materia organica no
biodegradable

Se utiliza como una etapa integrada al tratamiento quimico-
fisico-biologico de lixiviados de rellenos sanitarios o
simultdneamente con un proceso bioldgico. El adsorbente mas
utilizado es el carbdn activado en polvo o granular, el cual
permite la eliminacion del 50-70% tanto de DQO como
nitrégeno amoniacal, reduciendo hasta el 85% de la DQO en un
residuo de 200 mg L™ de DQO.

Se utiliza ampliamente como pre-tratamiento, con el fin de
eliminar la alta resistencia del nitrdgeno amoniacal (NH,"-N).
La precipitacion del amonio se hace principalmente con la
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formacion de iones de fosfato de amdnico manganeso (MAP
por sus siglas en inglés) con la adicién de MgCl,.6H,0 y
Na,HPO,-12H,0, manteniendo una relacién de Mg/NH4/PO,
de 1/1/1 a un pH de 8,5-9.

(2003).

Oxidacion Se utiliza para el tratamiento de aguas residuales que contienen  (Amokrane et al. 1997)

Quimica materia organica soluble (que no se puede retirar fisicamente), y (Wiszniowski et al.
no biodegradable y / o sustancias toxicos. Los oxidantes mas 2006).
comUnmente utilizados como Cloro, Ozono, Permanganato de
Potasio e Hidrocloruro de Calcio, para el tratamiento de
lixiviados de rellenos sanitarios.

Air stripping Es el método mas comun para la eliminacion de (Marttinenetal. 2002)y
concentraciones altas de NH,'-N, que se encuentran (lzzet Ozturk et al.
generalmente en los lixiviados y extraerlo ayuda para eliminar  2003)
los contaminantes, que aumentan la toxicidad de las aguas
residuales.

Bioldgico

aerobico Permite una reduccion parcial de los contaminantes organicos (LIN & C. C. Chang
biodegradables y logra la nitrificacion del Nitrégeno orgénico. 2000); (Renou et al.
Existen dos procesos aerdbicos, los basados en el crecimiento  2008; H. Li et al. 2009).
de biomasa suspendida como las lagunas aireadas, procesos
convencionales de lodos activados y reactores Bach en serie y
los sistemas de crecimiento adherido recientemente han tenido
un mayor interés, principalmente el reactor de biopelicula de
lecho mdvil y biofiltros.

anaerébico  Implica la descomposicién biolégica de la materia organica e ~Wiszniowski et al.,

inorgénica en ausencia de oxigeno molecular. Como resultado
de la conversion una variedad de productos finales incluyendo
metano (CH,) y el di6xido de carbono (CO,).

(2006) y(Renou et al.
2008).

3.2 Lagunas algales de alta tasa
Se denominan sistemas de alta tasa por la mejora en el rendimiento o productividad en
la biomasa y en la capacidad de tratamiento de aguas residuales, en comparacién con
otros sistemas como las lagunas facultativas (Garcia et al. 2000; Valigore 2011), pues su
tiempo de retencion celular es mucho mayor que el tiempo de retencién hidraulico. La
Tabla 3 y la Figura 1 muestran las principales caracteristicas desarrolladas para una
sistema algal de alta tasa a de competencia.

Tabla 3. Caracteristicas principales de las Lagunas algales de alta tasa

Caracteristica Unidad Referencia
(Aguirre et al. 2011),(John R
Profundidad 0.2-1m Benemann 2003)(1 Rawat et al.
2011)
Largo 23 m (Valigore 2011),(Hadiyanto et
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(Rupert Craggs 2005; William J.

Forma Abierta y Circular
Oswald 1990)
Tipo de Mezcla Continua (Aguirre et al. 2011)
Tiempo de Residencia 2.8 di (Rupert Craggs 2005; William J.
-8 dias
Hidraulico Oswald 1990)
] . . . (Park et al. 2013),(Rupert
Tiempo de Residencia Celular 4-13 dias
Craggs 2005)
Aguas Residuales
Implementacién-usos municipales, industriales y (Park et al. 2011)
agricolas.
Energia Luz Solar (Hadiyanto et al. 2013)

Estos sistemas se han utilizado principalmente para el tratamiento aguas residuales
municipales, industriales y agricolas (Park et al. 2011). Se ven afectados por el ritmo
diurno ya que su funcionamiento esta sujeto a la actividad fotosintética de las algas en la
mezcla y en la columna de agua, lo cual causa variaciones en la concentracion oxigeno
disuelto (OD) y el pH durante el dia (Garcia et al. 2006). La concentracién de OD vy el
pH pueden alcanzar un pico maximo al mediodia y por el contrario en la noche pueden
alcanzar valores muy bajos, reportandose periodos andxicos en la noche, mientras que la
concentracién de OD al mediodia puede facilmente sobrepasar los 20 mg L™ (Picot et al.
1994).

Figura 1. Esquema general de una Laguna Algal de Alta Tasa. Fuente: Broekhuizen et al. (2012)

Asi mismo, es una tecnologia de bajo costo y mantenimiento, su funcionamiento se basa
principalmente en la oxidacion de la materia organica mediante la oxigenacion
fotosintética proporcionada por las microalgas presentes en el sistema, las cuales son
impulsadas por la energia solar y el CO, disuelto en el agua derivado principalmente de
la mineralizacion de la materia organica llevado a cabo por la comunidad microbiana
presente (Oron et al. 1979; Godosa et al. 2010). Las algas posteriormente liberan
oxigeno por fotosintesis el cual es utilizado por las bacterias, que también mineralizan
nutrientes como nitrégeno y fosforo, aunque también se produce asimilacion de la
biomasa microalgal (Nurdogan & Oswald 1995) con lo que se consigue un proceso de
reciclaje de nutrientes (Oron et al. 1979; Pagand et al. 2000).
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Teniendo en cuenta la termodinamica de estos sistemas, se estima que cerca de 300
unidades bacterianas se necesitan para suplir el carbono necesario en forma de didxido
de carbono (CO,) por unidad algal, esta cifra hace referencia en condiciones ideales. Sin
embargo, en condiciones practicas la relacion alga / bacteria es de aproximadamente
1:250, y una fuente alternativa de CO, tendria que considerarse para mantener el sistema
termodinamicamente en equilibrio. No obstante Oron et al. (1979) reportan que para
condiciones favorables de explotacion de algas con alta productividad, la relacion
Alga/Bacteria en sistemas algales de alta tasa puede ser en el orden de 1:100 o incluso
superiores y que esta relacion puede ser un criterio de funcionamiento de la laguna. Este
también puede ser utilizado como guia para generar cambios necesarios para aumentar
el crecimiento de algas y mejorar la productividad del sistema y la calidad del efluente.

3.2.1 Organismos en lagunas de algas

Las especies de algas que generalmente se encuentran en sistemas algales de alta tasa
para el tratamiento de aguas residuales son: Desmodesmus sp., Micractinium sp.,
Actinastrum sp., Pediastrum sp., Dictyosphaerium sp. Y Coelastrum sp., estos
organismos suelen formar grandes colonias que sedimentan (diametro: 50 — 200 pum), lo
que permite una rentable y sencilla cosecha de la biomasa por gravedad (Garcia et al.
2000; Park et al. 2011; Craggs et al. 2011). Park & Craggs (2010) reportan que los
organismos dominantes al evaluar estos sistemas durante 5 meses fueron colonias de
Scenedesmus sp., Microactinium sp. y Pediastrum sp., y pocas células observadas de
Ankistrodesmus sp. las cuales formaron bioflocs de gran tamafio (didmetro:> 500 mm)
cuando se adiciono CO,, depositandose rapidamente en conos de cosechado cuando el
sistema presentaba un tiempo de retencion de 12 horas o menos. Este resultado sugiere,
que promover el crecimiento de determinadas especies de algas que puedan sedimentar
como organismos coloniales y de agregacion algal-bacteria podria aumentar la
eficiencia y al mismo tiempo facilitar la cosecha de biomasa algal en el efluente.

Experiencias desarrolladas en la Estacion de tratamiento de aguas residuales de Ginebra,
Valle del Cauca-Colombia, con sistemas algales abiertos (lagunas facultativas
mejoradas) mostraron que por procesos naturales a esta matriz liquida migran una
cantidad importante de organismos algales entre las que se destacan especies de la taxa
Chlorococcal del género Chlorococcum sp, asi mismo especies de los géneros
Desmodesmus sp., Chlamydomona ssp., Phacus sp., Euglena sp., Merismopedia sp.,
Synechococcus sp., entre otros organismos (Ceron 2011).

3.2.2 Tratamiento de aguas residuales con lagunas algales de alta tasa

Las lagunas algales de alta tasa facilitan el tratamiento de aguas residuales,
proporcionando una estabilizacion de esta clase de aguas por medio de estanques o
lagunas con un crecimiento de algas y una produccién de oxigeno alto, mediante una
tasa fotosintética elevada, proporcionando un ambiente favorable para que las bacterias
realicen la degradacion de la materia organica (Pagand et al. 2000; Park & Craggs
2010). Esta clase de lagunas se establecen preferiblemente en sitios donde la irradiacion
solar es constante y asi obtener una alta tasa fotosintética por parte de las microalgas
presentes. Ademas del tratamiento biologico, la biomasa producida en algas tiene un
uso potencial como alimento, fertilizantes y biofertilizantes y al mismo tiempo
contribuye en la captura de dioxido de carbono presente en el medio ambiente (Park &
Craggs 2011a). Mustafa et al. (2011) mencionan el escaso uso de una laguna algal de
Alta tasa para pulimiento de lixiviados de rellenos sanitarios. Estos autores realizan la
primera implementacion de esta tecnologia en el tratamiento segundario de lixiviados de
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un Relleno Sanitario situado en Selangor, Malasia, donde las condiciones climaticas son
similares a las de Colombia, por ejemplo una irradiacion solar constante.

3.3 Fijacion de CO,

La fotosintesis es un proceso fundamental que se presenta en sistemas algales de alta
tasa, ya que durante este proceso las algas al igual que las plantas verdes reducen a
expensas del agua y con la energia solar absorbida por los pigmentos clorofilicos
(Steeneveldt et al. 2006), sustratos oxidados como el CO,, molécula de la cual obtienen
el Carbono. La reaccion general es (Stepan et al. 2002):

6CO, + 12H,0 —=2— 5 (CH,0) + 60,+ 6 H2OEcuacionl

Pigmento

Donde el termino (CH,O) simboliza un hidrato de Carbono, asi pues, durante la
asimilacién del anhidrido de carbono por el alga, la intensidad de la fotosintesis en las
algas dependen de la radiacion solar (Mathews & Holde 1998; Guerrero & Barea 1974).
Sin embargo la solubilizacion natural del CO, del aire en el agua no es suficiente para
satisfacer los requerimientos de este gas en los sistemas de alta tasa, aunque solo sea
necesario durante el dia, ya que en la noche las algas respiran produciendo CO,, por lo
cual se ha sugerido el burbujeo de aire en el agua en horas del dia. Sin embargo, el aire
contiene un 0.0383 % de CO, por lo que se necesitaria todo el COdisponible en 37,000
m? de aire para conseguir una buena productividad de algas por encima del 1g.L™* (FAO
2009; José & Vicente 2010).

Si a la laguna no se le adiciona alguna fuente de carbono, las algas utilizan bajo
condiciones fototroficas el CO, atmosférico como fuente de carbono para sintetizar
compuestos organico (Rasineni et al. 2011). No obstante existen varios problemas con
este método de cultivo de algas entre los cuales se pude mencionar, la limitacién de CO,
en la atmosfera pues la concentracion de este gas es baja (menos de 400 ppm), la
suspension del cultivo de algas es muy superficial (15-30 cm) en las lagunas y por
ultimo una alta productividad por area que tienen estos organismos combinado con una
tasa relativamente baja de CO, desde el aire al agua al estanque genera el decaimiento
de la productividad (Putt et al. 2011); pues se estima que se puede obtener sélo el 5% de
sus necesidades de carbono de la atmoésfera (Stepan et al. 2002), lo que obliga a las
microalgas a tomar el carbono de otras fuentes lo que configura un escenario problema
al momento de su implementacion si se piensa en produccion de biomasa, sin embargo
se podria obtener un mejor tratamiento pues esta utilizarian el carbono de los
contaminantes presentes en el medio acuoso. Por otra parte, la aparicion de
depredadores y otros organismos heterotrofos de rapido crecimiento, restringe la
produccion comercial de algas en sistemas abiertos (Singh & Sharma 2012).

Sin embargo,Weissman & Tillett (1992) reportaron que la captura de CO; en sistemas
lagunares de gran escala, bajo 6ptimas condiciones de operacion, es alta, superando el
80 % (Stepan et al. 2002). Asi mismo, Dua et al. (2012), mencionan que se logra una
adecuada inyecciéon de CO,, utilizando un sistema modificado de inyeccion de tubo
Venturi, lo que mejora la disolucion del mismo en lagunas de cultivo a cielo abierto.
Esta mejora en la inyeccion de CO,, favoreceria el crecimiento de las algas, al tener una
eficiencia superior para fijar el CO, que las plantas terrestres, alcanzando eficiencias
superiores del 10 a 50%, dependiendo la especie de alga(Singh et al. 2014; Ho et al.
2011). Investigaciones realizadas por Park & Craggs (2011b); Park & Craggs (2010),
reportaron como las eficiencia tanto en biomasa como en el tratamiento de aguas
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residuales se incrementaba en 40 %, aproximadamente. Por su parte Devi & Mohan
(2012), reportaron que en un periodo de tiempo con intervalos de burbujeo (Horas
diurnas) de CO; influenciaba notablemente el crecimiento en biomasa y la acumulacion
de lipidos en el crecimiento de algas mixotroficas. Putt et al. (2011) reportan un avance
en la forma de transferencia de CO, al agua, estos investigadores usaron una columna
de carbonatacion para la transferencia de masa de CO, en lagunas algales de alta tasa.
Mostraron que la transferencia de CO, en la parte acuosa es del doble de la velocidad,
en comparacion con la transferencia del burbujeo directo.

3.4 Eliminacion de Metales pesados con microalgas

Las microalgas y algunos hongos han desarrollado una capacidad de producir péptidos
capaces de unirse a los metales pesados. Estas moléculas, forman complejos
organometalicos, que son repartidas en el interior de las vacuolas y facilitar un control
adecuado de la concentracion de iones metalicos en el citoplasma y asi prevenir o
neutralizar el efecto toxico del metal (Cobbett & Goldsbrough 2002). En contraste de
este mecanismo utilizado por organismos eucariotas, las células procariotas como
algunas cianobacterias y bacterias emplean ATP en el flujo de salida de los metales
pesados o el cambio enzimético de especiacion para lograr la captura (Perales-Vela et
al. 2006).

Existen diferentes grupos de organismos que pueden generar péptidos y estos se pueden
clasificar en dos categorias. La primera son enzimas sintetizas o polipéptidos de cadena
corta llamados fitoquelatinas (PCs-clase 111 metalotioninas), las cuales se encuentran en
plantas superiores, algas y ciertos hongos. El segundo grupo de proteinas, son
codificadas por genes de la clase Il de metalotioninas (MTs) (identificados en
cianobacterias, algas y plantas superiores) (Cobbett & Goldsbrough 2002) y
metalotioninas clase | que se encuentran en la mayoria de los vertebrados y observado
también en Neurospora y Agaricusbisporus, pero en algas no se ha reportado (Thiele
1992), sin embargo la mayoria de estas, se secuenciaron e identificaron de genes de una
especie de planta herbacea Arabidopsis thaliana.

Por otro lado se ha propuesto la utilizacion de la biomasa del consorcio alga-bacteria a
partir de procesos de tratamiento microalgales, lo cual tendria la capacidad de adsorcion
de las microalgas con el bajo costo de la biomasa residual bacteriana del tratamiento de
aguas residuales. Segin Mufioz et al. (2006) la biomasa alga-bacteria tiene un buen
rendimiento con respecto a la absorcion de Cobre (Cu). Por su parte Loutseti et al.
(2009) reporta que la biomasa alga-bacteria presenta una alta afinidad por el Cadmio
(Cd) que para los iones de Cromo (Cr). Sin embargo cuando se ha han propuesto
sistema de tratamiento de efluentes contaminados con metales pesados los arreglos méas
comunes son Lagunas de Alta Tasa de Algas (Oswald 1988), las cuales emplean la
biomasa suspendida que comunmente son algas verdes (Chlorella, Scenedesmus,
Cladophora entre otras), cianobacterias (Spirulina, Oscillatoria, Anabaena) o
consorcios de ambos (Perales-Vela et al. 2006). La mayoria de estos estudios son
realizados en zonas templadas, lo que limita la informacion sobre la capacidad de
eliminar metales pesados por parte de microalgas nativas en zonas tropicales.
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3.4.1 Experiencias de sistemas algales implementados en la captura de metales
pesados
El empleo de organismos para la captura o eliminacion de metales pesados ha tenido

una gran acogida, debido que a la reduccién de costos y su alta eficiencia a diferencia de
los métodos convencionales.

Dentro de las microalgas de agua dulce utilizadas para la eliminacion de iones metalicos
se encuentran Chlorella vulgaris, Chlorella kesslerii, Scedenesmus quadricauda y S.
incrassatules (Perales-Vela et al. 2006; Lourie et al. 2009; Rajfur et al. 2010; Bulgariu
& Bulgariu 2012; Cobbett & Goldsbrough 2002; Shpiner et al. 2009). Sin embargo, la
mayoria de estos trabajos se han realizado en condiciones experimentales, generalmente
empleando reactores tipo batch, en los cuales conocen la concentracién del ion metélico
brindandole las condiciones para un buen establecimiento de la biomasa de los
microorganismaos.

Piotrowska-Niczyporuk et al. (2012) reportan la influencia en la aplicacién de
fitohormonas como las auxinas (IAA, IBA, NAA, PAA), citoquininas (BA, CPPU,
DPU, 2iP, Kin, TDZ, Z), giberelinas (GA3), &cido jasmonico (JA), asi como también de
poliaminas- espermidina (SPD) en el crecimiento y el metabolismo de la microalga
Chlorellavulgaris (Chlorophyceae) expuestos a estrés de los metales pesados (Cd, Cu,
Pb), encontrando que la biosorcion de los iones metélicos reduce el crecimiento de la
biomasa algal y del metabolismos oxidativo, sin embargo con la aplicacion de las
fitohormonas auxinas, citoquininas, giberelina y la poliamina hay una mayor resistencia
de las algas y aumenta el crecimiento en presencia del metal pesado. A pesar que estos
resultados son importantes, las algas fueron cultivados en condiciones constantes en un
medio Knop’smodificado (pH 6,8) con 50 pmol m?2s™ de intensidad de luz y un
fotoperiodo de 16:08 h luz / oscuridad a 25 (£1) C, lo que limita mucho su aplicacién en
condiciones naturales, que es donde se encuentra la contaminacién real, ademas la
aplicacion de una fitohormona a un sistema construido seria muy costoso, pues el
volumen que se necesitaria seria alto y no se podria controlar muchas de la variables
que se necesitan para su adecuado funcionamiento. En Colombia, son pocos los estudios
que involucran el papel de la biota microbiana en el tratamiento de contaminantes
ambientales especialmente de metales pesados, los cuales se encuentran en gran
concentracion en los lixiviados.

Hipotesis: En base a la literatura revisada, se plantea que el sistema de alguna algal de
alta tasa presentara una capacidad de fijacion de CO, eficiente en condiciones del
ambiente tropical americano tratando lixiviado de relleno sanitario a escala piloto.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar la capacidad de fijacion de CO, de una laguna algal de alta tasa en condiciones
del ambiente tropical americano tratando lixiviado de relleno sanitario a escala piloto.

4.2 Objetivos especificos

1. Establecer la tasa de fijacion de CO, por parte de las microalgas presentes en la
laguna algal de alta tasa en condiciones del tropico americano.

2. Determinarla diversidad algal presente en la laguna algal de alta tasa a escala
piloto tratando lixiviado de relleno sanitario.

3. Evaluar la capacidad de eliminacion de un metal pesado (Cr*®) de la laguna algal
de alta tasa tratando lixiviado de relleno sanitario.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Zona de estudio

La investigacion se llevd a cabo en el marco del proyecto de investigacion titulado
“Eco-Tecnologia Para La Biorremediacion De Lixiviados De Rellenos Sanitarios:
Acople Tecnologico Laguna Anaerobia de Alta Tasa Y Humedal Construido de Flujo
Sub-Superficial” el cual conté con financiacion de la Universidad del Valle. La
construccidn del acople tecnoldgico a escala piloto se realizo en las instalaciones del
relleno sanitario de Presidente, ubicado en el municipio de San Pedro, Valle del Cauca
(3°56'01.54” N y 76°26'26.05°0) (Figura 2). En este relleno se disponen
aproximadamente 490 t d” de residuos sélidos, donde cerca del 77% es material
organico y se genera entre 2 y 5 | s de lixiviado (Bugaseo, 2009).
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Figura 2. Ubicacion del municipio dé‘.Séﬁ"bedro -Vista panoramica del Relleno

5.2 Acople tecnoldgico y laguna de algas de alta tasa

Las Figuras 3 y 4 muestran el esquema general del sistema piloto completo (Laguna
anaerobia de Alta tasa + Humedal superficial de flujo horizontal y Laguna algal de alta
tasa) y el plano final de la laguna algal de alta tasa que se evallio en este estudio,
respectivamente. La Tabla 4 muestra las caracteristicas de la laguna algal de alta tasa,
empleada en esta investigacion.
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Figura 3. Esquema general de la planta piloto

Tabla 4 Caracteristica de la laguna algal de alta tasa

Forma
Caudal
TRH
COS
Volumen
Ancho
Largo
Altura
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Figura 4. Disefio final de la laguna algal de alta tasa (sin escala).
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5.2.1 Construccion de la unidad piloto y sistema algal.

La fase construccion de la unidad piloto, tuvo algunos retrasos por la falta de permiso
de la empresa que maneja el relleno sanitario de Presidente y por requisitos de la
autoridad ambiental (CVC), quienes exigieron la documentacidn necesaria para que se
instalara el sistema completo. Una vez superado este impase, se iniciaron las obras de
ingenieria. La Figura 5 muestra el proceso de construccién de la planta piloto. El cual
tomo aproximadamente 5 meses desde su inicio hasta la puesta en marcha del mismo.

Figura 5. Proceso de construccion del sistema piloto.a. Demarcacion de la seccidn en terreno, para la
construccion del sistema piloto completo. b. Construccion inicial del sistema piloto. c. Fase 2 de
construccién. d. Fase final del sistema piloto.

Asi mismo, se construyé en Fibra de Vidrio e instalo la laguna algal de alta tasa. La
Figura 6 muestra la laguna terminada antes de su instalacion en la planta piloto y
durante el proceso de arranque del sistema. Por su parte la Figura 7 muestra el proceso
de desarrollo de las diferentes comunidades en la unidad. Esta unidad se evalu6 durante
29 semanas, entre los meses de Enero-Julio de 2013.
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Figura 6.Proceso de instalacion de la Laguna algal de alta tasa. a. Laguna piloto antes de la instalacion
definitiva. b. Instalacién del sistema algal de alta tasa. c. Arranque del sistema. d. Puesta en
funcionamiento del sistema algal de alta tasa.
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Figu a 7.Montaje final de la Laauna algal déyalta tasa.

5.2.2 Estabilizacion y puesta en Marcha de la planta piloto

5.2.2.1 Arranque del sistema algal
Para el arranque de la unidad piloto de la laguna algal de alta tasa, se llené con agua de

permeado (Residuo liquido de la planta de tratamiento de lixiviados que emplea la
tecnologia de osmosis inversa) a una altura 0.2 m de profundidad en el bioreactor.
Desafortunadamente existen pocas experiencias en arranque de esta clase de sistemas, y
se siguieron criterios de arranque de una laguna facultativa. Por ende, se esperé entre 7-
14 d, tiempo recomendado para el establecimiento de la meta comunidad microbiana
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(Mara, 1997). Mendonca (2000) recomienda que el sistema se arranque en época de alta
temperatura (verano). Para el caso Colombiano las temperaturas son constantes la
mayor parte del afio alrededor de los 28°C. En este proceso, se monitoreo el pH,
deseando que estuviera en 7.5. En esta etapa, la variable control que indica que el
sistema alcanzo una madurez o una estabilidad fue la Biomasa alga calculada segun la
ecuacion 2 (Park & Craggs 2010) la cual se monitoreo cada 3 dias durante 3 semanas.

. _ hlorophyll— -
Algaebiomass mg.L™1 = %* 100 Ecuacion 2

5.3 Puntos de muestreo

Una vez instalada la laguna algal de alta tasa -LAAT, se establecieron los puntos de
muestreo, los cuales dependian del parametro a determinar y la frecuencia de medicion.
La figura 8 muestra los puntos de muestro definidos para evaluar la unidad, los cuales
fueron, la entrada del sistema, un punto medio y la salida. Asi mismo, el sistema fue
alimentado un 10 % del efluente del humedal superficial de flujo horizontal.

5.3.1 Instalacién de estacion meteoroldgica

Con el fin de conocer las condiciones meteoroldgicas, se midié durante 6 meses
(Febrero-Julio del 2013) temperatura exterior, humedad exterior, velocidad del viento,
[luvia, radiacion solar y evapotranspiracion de la zona de estudio. Para esto se instal6 en
un punto estratégico una estacion meteoroldgica de marca WeatherLink® for Vantage
Pro® and Vantage Pro2™.
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Figura 8. Puntos de muestreo

5.4 Metodologia por objetivo

5.4.1 Objetivo 1
1. Establecer la tasa de fijacion de CO, por parte de las microalgas presentes en
la laguna algal de alta tasa en condiciones del trépico americano.

5.4.1.1 Monitoreo de variables Fisicoquimicas

En los puntos de entrada, intermedio (mitad de la laguna acorde sentido del flujo) y
salida de la laguna se tomaron muestras para la determinacion de las variables fisicas y
quimicas al agua (Tabla 5), siguiendo los protocolos establecidos por APHA (2005) y
el IDEAM (2009).

Capacidad de fijacion de CO, de una laguna algal de alta tasa 28



Tabla 5. Sitio, frecuencia y Parametros fisico y quimicos medidos en la matriz agua, en

la LAAT
Parametros Unidad Técnica APHA (2005) Frecue_n cla de  Puntode
medicion muestreo
Caudal (Q) Ls* - - Diaria
Potencial de . + Entrada,
Hidrogeno (pH) Un Potenciémetro 4500-H" B. 1/semana H,salida
Temperatura (°C) °C Termometro - 1/semana Eng;al?gé He
Oxigeno Disuelto mg L™* Potencidmetro 4500-0 G. 1/semana Entra(_ja, Hz
(OD) salida
Potencial de 6xido L Entrada, H,
reduccion (ORP) mV Potenciométrico - 1/semana salida
Conductividad ms cm™ Electrométrico - 1/semana Entrada, H,
Eléctrica (CE) salida
CO; pisuelio mg L™ Titulacion/Electrodo 4500-CO, D. Entsgil?géHz
. 1 . i Entrada, H,
Clorofila a nel Fluorometria salida
Parametros de
laboratorio
T
Alcalinidad mg L Titulaciéon/Volumétrico 2320-B 1/semana Entra(_ja, Hz
CaCOs3 salida
Nitrégeno total mg L Macro-Kjeldhal 4500-B 1/semana Entrada, H,
kjeldhal (NTK) g Titulométrico 4500-C salida
. + 1 Destilacion preliminar 4500-B Entrada, H,
Amoniaco (NH,') mg L Titulométrico 4500-C 1/semana salida
Nitratos (NO3) mg L™ Electrodo de nitratos 4500-D 1/semana Ents;alcijgéHz
Demanda quimica 1 . i Entrada, H,
de Oxigeno. DQO mg L Reflujo cerrado 5220-D 1/semana salida
Demanda Entrada
bioguimica de mg L™ Oxitop (respirométricos) 5210-D Mensual icay
: salida
Oxigeno. DBO;

Carbono organico 1 Temperatura alta de i Entrada, H,
Disuelto. COD mg L Combustion 5310-B 1/semana salida
Fosfatos (P-PO,®) mg L™ Espectrometria 4500-P 1/semana Engﬁ?gz’in
Color Real y Uni -Pt- Espectrometria 2120-C. 1/semana Entrada, H,
Aparente Co salida

Ssv mg L Fisico 2540-E. 1/semana Entrada, H,
salida
SST mg L Fisico 2540-D. 1/semana Entrada, H,
salida
Cromo Hexavalente- 1 absorcion atémica con Entrada y
Cr (VI) mg L horno de grafito 3500-B 1/mes salida
. . Entrada, H,
Algas - Microscopia - - salida
E: Entrada, S: salida y H2: Superficie (0.08 m)
La eficiencia de eliminacion se calculé de dos formas.
1. Teniendo en cuenta solo las concentraciones de entra y salida (EC3)
2. Teniendo en cuenta la carga aplicada. (EC4)
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En este sentido, el caudal de entrada y salida se aforé diariamente de forma volumétrica
con el fin de calcular la eficiencia de eliminacién. Para esto se utilizaron las siguientes
ecuaciones.

C - C, .,
n= T x100 Ecuacion. 3

CQ -C -

n= M x100 Ecuacion.4
CQ

Donde C; y C. son las concentraciones afluentes y efluentes en Kg.L™, Qi y Q. son los

caudales afluente y efluente en L.d™, respectivamente.

5.4.1.2 Balance de masa para determinar la tasa de fijacion de CO,-

Para determinar la tasa de fijacion de COpor parte de las algas, se planteé el siguiente
balance de masa, en donde se consider6 los procesos que aportan y extraen CO, al
sistema (Fuente propia).

Acumulacion CO; = Afluente- Efluente + Difusién Atmdsfera-laguna — Difusion
Laguna atmosfera + Respiracion aerdbica -Fijacion por fotosintesis — Alcalinidad

Del balance propuesto se determind la acumulacién de CO,, la concentracion en el
afluente, en el efluente, la difusién de la laguna-atmosfera o atmosfera-laguna y la
alcalinidad. Sin embargo, la respiracion aerobia se tomd de la literatura por la
complejidad de su medicion. Sin embargo, este valor se tomara de una investigacion
que se realizd en condiciones similares a la del tropico y con caracteristicas similares
del afluente del sistema algal. Con todos estos valores se logro calcular la fijacion de
CO, por las algas. La EC 5 muestra el balance de Masa de la especia Quimica CO,.

COZ inorga/t: Qe*COZB'Qs*COZS'l'RZDA—L'Rl DL—A+R1Res aero'RZFotosintesis'RZ Alk Ecuacion 5

Tabla 6. Descripcién de los componentes del balance de masas.

CO2inorgal/t  Cantidad de masa de CO, en el sistema
Q*CO2e  Flujo masico de CO, de entrada
Qs*COys  Flujo méasico de CO, de salida
Ropa-L Tasa transferencia de dioxido de carbono de la atmosfera a la laguna
RipLa Tasa transferencia de diéxido de carbono de la laguna a la atmosfera
Riresacro  Tasa de respiracion aerébica
RoFotosintesis  T1asa consumo de dioxido de carbono por la fotosintesis
Ro Ak Tasa transformacion de CO, a carbonatos medido como Alcalinidad

5.4.1.2.1 Calculo de los diferentes componentes del balance de masa

Se determin0 la concentracion de CO; en la matriz agua en los puntos de muestreo
establecidos en la Figura 8. Para esto, se tomaron muestras de agua y se les determinaba
la alcalinidad. El valor obtenido se emple6 para el calculo de la concentracion de CO;
en cada uno de los puntos de medicion, segtn el protocolo 4500-CO,D (Anexo 1), del
APHA (2005). Estas mediciones se introdujeron en el balance de masa propuesto para
determinar la tasa de fijacion de CO,: La tasa de respiracion aerobica se calculo de
acuerdo con los establecido por Rosero (2013), esta metodologia se describe en el
Anexo 12.3.
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5.4.1.2.2 Calculo de Flux de Gas.

Para determinar el Flux de gas desde la laguna-atmosfera o atmosfera-laguna, se empled
una camara estaticasiguiendo el protocolo descrito por Palacios (2006) y Parra et al.,
(2010), la cual se instal6 en un punto fijo en la superficie de la laguna (Figura 9) y asi
determinar la concentracion de CO, que emitia o capturaba el sistema algal de alta tasa.
Estas mediciones se realizaron en horas establecidas (Tabla 7). Sin embargo, las
mediciones en horarios nocturnos solo se pudieron realizar en dias puntuales, por las
dificultades logisticas que representaba el sitio donde se construyo el sistema piloto y
ademas de los inconvenientes ambientales como la lluvia; que imposibilitaban la
ejecucion del trabajo de campo.

Figura 9.Medicién de Flux, utilizando una cdmara estatica.

Tabla 6. Horas de medicion del Flux en el sistema algal.

Hora Condicion Ambiental
10:00 Dia-Luz Solar
12:00 Dia-Luz Solar
18:00 Noche-Oscuridad
20:00 Noche-Oscuridad

* 5 mediciones nocturnas

Las muestras de gas se tomaron con un jeringa de 20 ml y se almacenaban en viales de
vidrio de 20 ml al vacio (Wang et al. 2010) (Figura 10), y enviadas para ser analizadas
mediante Cromatografia de Gases. Se determind la concentracion de CO; utilizando un
equipo marca “Qubitsystems G264 Gas controller and flow monitor”. Todas estas
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mediciones se realizaron en el Laboratorio de Servicios Ambientales del CIAT (Centro
Internacional de Agricultura Tropical).

Figura 10. Toma de muestra de Gas en la camara estética.

Una vez obtenido los resultados del laboratorio se procedié al calculo de los Flux de
acuerdo a lo sugerido por Palacios (2006). En esta metodologia se grafica la
concentracion (C) vs tiempo (t) de muestreo (Cada 10 minutos), permitiendo observar
las tendencias que presentan los datos. Observada la tendencia de los datos se realiz6
regresiones lineales para todos los datos obtenidos. Se aceptaron regresiones con una
coeficiente de correlacién mayor de 0.75 (R*> 0.75), siendo esto acorde con la
investigacion de Silva et al. (2012). Una vez que se determind el comportamiento lineal
de los datos se utiliz6 la siguiente ecuacion (EC6) para determinar los flux del sistema:

AC P.x M V
=— x-=< —~< x103x

At T RxT. T A, dia

1440 mi

F “Ecuacion 6

Donde, F es el flux expresado en g.m™2.d™. P es la presién en la cAmara en at, R es la
constante universal de los gases (0.082 at.L.g-mol™.K™), M es el peso molecular del

CO,, Tc es a temperatura de la cdmara en K, i—ies la pendiente de la grafica de C vs't

(ppmv.min™), Vc es el volumen de la camara en Litros y Ac es el area transversal de la
camara en m?. La Tabla 8 muestra los valores constantes que se emplearon en el célculo
del flux del sistema.
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Tabla 7.Parametros fijos para el calculo de Flux

Parte de la

Factor . Valor Unidad
ecuacion
] A . .
Pendiente A—f Datos experimentales ml.m>dia™
Presion atmosférica P 0.89 at
Constante de gases ideales R 0.082 at.L.g-mol*.K™*
Temperatu’ra dentro de la T Datos experimentales K
camara
Volumen camara Ve 0.021205 m®
Area de camara AcC 0.0706858 m?
Factor de conversién -- 1440 min.dia™
Factor de conversion - 1000 L.ml?t
Peso molecular CO, M 44 g.mol™

5.4.1.3 Experimentos adicionales

5.4.1.3.1 Inyeccion de CO, al sistema

Buscando establecer una capacidad de fijacion de CO, mayor a la obtenida de la
difusion de este gas desde la atmosfera a la masa liquida, y con base en la literatura
consultada se realiz6 un experimento de caracter exploratorio. Se inyectd6 CO, industrial
a la laguna algal, y se determind por medio del monitoreo de la Clorofila a él
comportamiento el reactor frente a este nuevo factor. Para esto se empled un cilindro de
CO, industrial con una pureza del 90%. Se disefi6 un sistema de mangueras perforadas
que distribuian el flujo de CO, uniformemente en el fondo del reactor, con un caudal
que vario entre 9.44 y 10 L.min™ de CO; con el fin de que pasara el mayor tiempo en la
columna de agua, y asi lograr que las algas presentes en el medio pudieran tomarlo. Este
experimento, se llevé a cabo los dias que se monitoreaba 12 horas continuas para
determinar el comportamiento durante una jornada diurna, ya que en las noches las
algas no utilizan el CO, como fuente de carbono.

5.4.1.3.2 Determinacion cualitativa del flujo hidraulico superficial del reactor
Determinar el flujo de un reactor es fundamental para entender el comportamiento de
las particulas (Células algales y/o consorcio de bacterias-algas) presentes en el reactor.
Como no se contd con los equipos e implementos necesarios para hacer un estudio
completo de trazadores, se ideo una instrumentos sencillo, de bajo costo y féacil
construccidén, para determinar el flujo superficial del sistema, considerando que este
factor seria representativo de toda la columna de agua, pues la altura de la misma era de
0.2 m. El instrumento consistié en pelotas de pimpén, rellenas de agua, lo que le
permitia hundirse 1/3 de su volumen, pudiendo asi moverse por accion del flujo del
agua y no por accion del viento. Esta variable se discrimino, pues en el sitio de
ubicacion del sistema piloto, el viento no representaba mayor interferencia.
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5.4.2 Objetivo 2
2. Establecer la diversidad algal presente la laguna algal de alta tasa a

escala piloto.

5.4.2.1 Tomay Analisis de muestras Bioldgicas

5.4.2.1.1 Tomay preservacion de muestras de Algas

Para las muestras de algas se colect6 aproximadamente de 200 ml de agua en recipientes
plasticos. Estas se fijaron con 10 ml formol al 4% como agente de preservacion segun
las recomendaciones de Zaixso (2002) y Goméz et al., (2009).

5.4.2.1.2 Procesamiento e identificacion de microalgas

Posterior a la toma de muestra, estas se transportaron a la Universidad del Valle donde
se procesaron en el laboratorio de Biologia Vegetal Aplicada. La identificacion se
realizd siguiendo los métodos de Edler & Elbrachter (2010); Utermoehl (1958);
Villafaiie & Reid (1995) y Wetzel & Likens (2000) los cuales sugieren concentrar las
muestras, utilizando sedimentacion (30 minutos por cada 1 ml) y transvasar parte del
sedimentado a una placa porta-objetos para observacion en microscopio Invertido y/o
Optico.

5.4.2.1.3 Determinacion de especies

Para la identificacion de las células algales se empled dos microscopios 6pticos Marca
Nikon y Carl Zeiss. Para su determinacidn hasta la taxa mas especifica se emplearon las
siguientes trabajos de cada uno de los grupos vistos Pochmann (1942); Silva (1998);
Godinho (2009); de Castro & C. de Bicudo (2007); Tell & Conforti (1986); Comas
(1996); Bicudo & Menezes (2006). Esta identificacion se realizé principalmente en los
laboratorios del Instituto De Boténica de Sao Paulo, Brasil. Se conto con la con la
accesoria de los Doctores Carlos E. De M. Bicudo y Célia L. Sant”Anna, quienes son
dos de los mejores especialista en Taxonomia y ecologia, de algas y Cianobacterias,
respectivamente.

5.4.2.2 Prueba adicionales

5.4.2.2.1 ldentificacion de especies algales con técnicas moleculares.

Se extrajo el ADN a partir de muestras de 80 ml utilizando el DNeasy® Blood and
Tissue kit (Qiagen, UK), siguiendo el protocolo de los fabricantes de tejido animal y lo
descrito por Eland et al. (2012).

La PCR se llevo a cabo utilizando un set de tres primers; un primer general para
eucariotas Euk1A y Euk 516r (Diez et al. 2001), primers para Cianobacterias Cya-b-
F371 y Cya-R783 y primes para bacterias generales F357GC and R518 (Zwart et al.
2005). Se corrio la PCR para Cianobacterias y Bacterias generales juntas, para aumentar
la amplificacion. La PCR fue corrida usando PCR MegaMix Blue® (Microzone, UK),
utilizando 1pl de cada primer y un 1yl de ADN extraido, usando un termociclador
BioRad C1000™, La amplificacion correcta del tamafio de los fragmentos de ADN fue
corroborada utilizando una electroforesis en gel de agarosa.
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Para los primers Euk 1A y Euk 516r-GC el ciclo de la reaccion de PCR fue: primer
paso, una desnaturalizacién de 130 segundos a 94°C, seguido por 35 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, el anillamiento fue a 56°C por 45 segundos y
una amplificacion a 72°C por 130 segundos. La amplificacion del ultimo ciclo se
extendié por 6 minutos, seguida por una disminucién de la temperatura a 4 °C. Para los
primers de las cianobacterias y las bacterias generales, la reaccion de PCR ocurrio de la
siguiente manera: primer paso, una desnaturalizacion por 1 minuto a 95°C, seguida por
24 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 30 segundos, anillamiento por 1 minuto a
65°C, reduciendo 1°C cada segundo ciclo, alcanzando una temperatura de anillamiento
de 53 °C después de 15 ciclos. El ultimo paso se llevo a cabo, extendiendo a 72 ° C
durante 10 minutos.

Los productos de PCR se analizaron mediante la técnica DGGE (BioRadsystem), por
sus siglas en inglés, que significa Electroforesis en gel con gradiente de
desnaturalizacion. Esta técnica permite separar los genes amplificados para su posterior
secuenciamiento y asi realizar la identificacion.

5.4.2.2.2 Determinacion exploraria de bacterias mediante la técnica molecular de FISH

La técnica Hibridacion in situ con fluorescencia (FISH, por sus siglas en ingles), es una
técnica de uso reciente, la cual se utilizé6 para determinar presencia de bacterias
generales y bacterias asociadas al ciclo de nitrogeno. En esta se empled diferentes
sondas de DNA marcadas con un fluoroforo para detectar o confirmar la presencia de
las bacterias. Las sondas utilizadas fueron, la Gam 42a-yProteobacterias y EUB383-
Bacterias Generales, que determinan presencia de ADN Bacteriano y una clasificacién
taxondmica dentro del reino bacteria, respectivamente. Las sondas NSO1225-
Oxidadoras de Amonio-B-Proteobacterias y NTSPA662-Nitrospira-Oxidadora de
Nitritos, se utilizan para establecer funciones metabdlicas en la oxidacion del ciclo del
nitrégeno y una aproximacion a una clasificacion taxondémica.

5.4.3 Objetivo 3
3. Evaluar la capacidad de eliminacién de un metal pesado (Cr*®) de la
laguna algal de alta tasa.

5.4.3.1 Toma de muestra de metales

La muestra del metal se tomé en la entrada y salida de la laguna algal de alta tasa, en
recipientes de plasticos y preservadas con acido Nitrico (HNO3) hasta un pH <2 para su
posterior analisis (IDEAM 2009).

5.4.3.2 Medicion de un metal pesado.

Para la medicion de Cr hexavalente, se empled el método de espectrofotometria de
absorcion atémica con horno de grafito (APHA 2005). Estas determinaciones se
realizaron en el Laboratorio de Servicios a la Comunidad de la Universidad del Valle.

5.5 Aplicacion de técnicas estadisticas para analisis de resultados

El estudio realizado tenia el caracter exploratorio, no se predetermino un disefio
experimental propiamente dicho, pues se tratd de una investigacion donde se evalio una
tecnologia no implementada en un contexto local y se observd su comportamiento a lo
largo del tiempo. Sin embargo, con los datos obtenidos se pudo realizar un andlisis
estadistico, ya que se cumplié con la cantidad de datos, la equidistancia de las
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mediciones. Aunque no se cumplié con los supuestos de normalidad. Todas estas
condiciones permitieron utilizar el test de Friedman a las eficiencias de eliminacién de
los pardmetros determinados. Antes de correr este test, se realizaron los siguientes
analisis:

5.5.1 Andlisis descriptivo

Se procesaron los datos obtenidos en las mediciones de una manera descriptiva, para
observar patrones de comportamiento, cambios en el tiempo y/o afectaciones de las
variables de respuesta medidas en el sistema a lo largo del tiempo. Mediante uso de
medias, graficos de cajas y de dispersion, los cuales dan una idea de la dinamica del
sistema en el tiempo de estudio.

5.5.2 Analisis de datos.

Se verifico que los supuestos del disefio en bloques con analisis paramétrico y uno de
los supuestos en el que se sustenta es que los términos de los residuales tengan una
distribucion normal y al no cumplirse este supuesto, el cual valida la prueba F utilizada
en el ANOVA en un conjunto de datos, se empled otra técnica de analisis para que los
resultados sean altamente confiables. El test de Friedman (no paramétrico) el cual es la
alternativa al analisis de varianza del disefio de bloques, se utilizd, por lo tanto se
plantearon las siguientes hipdtesis:

Ho: Los residuales distribuyen normal.

VS
Ha: Los residuales No distribuyen normal

5.5.2.1 Andlisis de la eficiencia de eliminacion mediante test de Friedman.
Los datos que se utilizaron para el analisis fueron las eficiencias de eliminacion de la

materia organica y los nutrientes, realizado por el sistema algal de alta tasa. La ecuacion
7 se utilizd para calcular las respectivas eficiencias de eliminacion, tomando tres tramos
del mismo por cada una de las variables determinadas en el estudio (Tabla 6), como lo
muestra Tabla 9.

Ci - Ce .y
n= T x100Ecuacion 7

Tabla 8.Eficiencias de eliminacion evaluadas para cada una de las determinadas en el
sistema algal de alta tasa

Tramo
Afluente-Punto medio de Punto medio de mediciéon —
Afluente - Efluente .
medicion Efluente.
% de eliminacion 1 % de eliminacion 2 % de eliminacion 3

Para el test de Friedman se analizo eficiencia en eliminacion de la laguna algal de alta
tasa en cada uno de los puntos de muestreo establecidos: Entrada del sistema (E), punto
intermedio del sistema (H2) y salida del sistema (S). Por lo tanto las hipotesis que se
planted son las siguientes:

HOZ HE = HHZ = 05
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Hll: ei * ei/

Indicando si existen diferencias significativas en cuanto a la eliminacion que se presento6
en cada uno de los puntos de muestreo en el reactor. Es decir, donde se esté presentando
una mayor eliminacién con respecto a los pardmetros fisicoquimicos medidos como
COD, P-PQO,4, DQOT, SST, SSV, SSV/SST, NTK, N-NH,4, N-NO3. Ademas de analizar
el Color Real (CR), Color Aparente (CA) y el Alcalinidad-Total. Como otra forma de
medida se analiza igualmente cada parametro filtrado. Mas especificamente, al no
existir evidencia suficiente para rechazar la hipétesis nula este es un indicativo de que el
efecto de eliminacion (concentracién) fue similar en los tres puntos de muestreo en el
reactor. En caso contrario, es decir de aceptarse la hipotesis alternativa, esta revela que
posiblemente difieran los puntos de muestreo con respecto a la eliminacion y/o
concentracion de cada parametro bajo estudio.

5.5.2.2 Anélisis de Flux
Se decidi¢ utilizar el Test de Wilcoxon para analizar los datos de flux, por dos razones

fundamentales:
1. Poca cantidad de datos (< 10)
2. Los datos no cumplieron los supuestos estadisticos de normalidad.

Para el test de Wilcoxon se analizé los flux de CO, de la laguna algal de alta tasa
determinados en las horas diurnas y nocturnas (Tabla 7). Por lo tanto las hipotesis que
se plantearon fueron las siguientes:

H,: 0piy, = Ono

H,: 0piy # Opge

5.5.2.3 Andlisis estadistico del metal (Cr®")
Se utilizo el test de Wilcoxon para analizar si existe una diferencia significativa en el

tratamiento del metal analizada (Cr®"). El Test de Rangos con Signo de Wilcoxon es una
técnica no paramétrica paralela a la prueba t de student para muestras pareadas (test
paramétrico). Es utilizada cuando los datos no se distribuyen de manera normal
(hipdtesis necesaria para realizar el test paramétrico), y cuando la variable es de tipo
cuantitativa en escala ordinal. La prueba de Wilcoxon considera la diferencia entre cada
observacion de los tratamientos, es decir analiza la discrepancia entre los resultados
observados y la prediccion de la hipotesis nula. Adjudica mayor peso a los pares que
muestran mayores diferencias entre los dos tratamientos, mas que a los pares cuya
diferencia es pequefia.

Como era de interés conocer si la concentracion de Cr®* presente en el efluente del
humedal disminuia después de haber ingresado a la laguna algal de alta tasa, se planted
las siguientes hipdtesis.

HO:P XA_XD >0 =0,5 vs Ha:P XA_XD >0 >0,5
En términos de la mediana, estas hipotesis se traducen en:

Hy:Mediana A—D =0 wvs HgMediana A—D >0
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Donde A indica las mediciones en el afluente (Entrada) y D las mediciones en el
efluente (Salida). Debido a que las mediciones se encuentran pareadas, los datos
considerados para esta prueba estadistica corresponden a las diferencias entre las
mediciones obtenidas antes y después de que el afluente ingreso a la laguna X, —
Xp <00 A—D <0, esta diferencia significa que lo que ingreso y fue medido en el
afluente fue mayor que lo que salié y que fue medido en el efluente.

El criterio de decision que permitio aceptar o rechazar la hipotesis nula bajo la evidencia
muestral fue el valor-p, el cual corresponde a la probabilidad de encontrar un valor méas
extremo que el encontrado, el cual corresponde al estadistico de prueba W+ = 7, R™*:

P—valor=P W>WT

Donde W corresponde al valor asociado a la distribucion de referencia para contrastar el
estadistico W* de Wilcoxon.

6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Resultados del Objetivo 1
La Tabla 10, muestra las variables climatoldgicas que se determinaron durante el tiempo

de investigacion. Los meses de mayor lluvia fueron Marzo, Abril y Mayo, siendo este
Gltimo el mes con mayor precipitacién con 5.9 mm.d™, aumentando asf la cantidad de
nubes en el cielo, reduciendo por ende la radiacion solar hasta 177.64 W.m?. Aunque
este cambio no es significativo, se cree que tuvo una incidencia en el comportamiento
del sistema, al afectar la tasa fotosintética de las algas presentes en el bioreactor,
expresado en la disminucion de la concentracion de Clorofila a en la superficie de la
columna de agua.

Tabla 9. Datos promedio meteoroldgicos de la zona de estudio.

Temperatura Humedad Velocidad Radiacién Evapo-
exterior exterior  del viento Lluvia- Promedio solar transpiracion
Mes Promedio  Promedio Promedio Promedio  Promedio
°C % m.s* mm.d* w.m? mm.h*
Febrero 24.6 78.3 04 24 n.d n.d
Marzo 23.9 79.2 0.5 11 n.d n.d
Abril 24.1 78.2 0.5 3.2 184.9 0.05
Mayo 24.6 78.3 0.5 5.9 177.6 0.09
Junio 24.3 75.3 0.7 0.5 191.9 0.04
Julio 23.9 59.6 0.4 0.5 177.1 0.034

Informacion registrada y recopilada en Ta estacion meteorologica instalada en el sitio del estudio. Estacion marca

En la Figura 11 se puede observar como la biomasa algal empieza con una biomasa
algal minima de 53.5 mg.L™ en los primeros dos meses de experimentacién. Como se
mencion en materiales y métodos, el sistema algal arrancé retrasado debido a que la
primera unidad experimental (laguna anaerobia de alta tasa) tuvo diversas dificultadas y
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retrasos en su puesta en marcha. Debido a esta situacion, se dejo el sistema en batch
durante este periodo. Una vez que el sistema entro en funcionamiento continuo, a
mediados del mes de Febrero la biomasa algal decreci6 hasta 46.8 mg.L™, debido
posiblemente al estrés que un nuevo sustrato ocasiona, al contener posiblemente
diversos compuestos xenobioticos que no fueron eliminados o transformados en las dos
tecnologias previas a la LAAT.

Una vez que la poblaciones algales se ambientaron a las nuevas condiciones de carga y
nutrientes, el indicador (biomasa algal) alcanzé la estabilidad 107.4 mg.L? y un
méximo de 196 mg.L™ cuando se le adicién CO, al sistema. Estos resultados son
inferiores a lo reportado por Park & Craggs (2010) y Park et al. (2011) al encontrar
biomasa algal de 274 mg.L™. Sin embargo, estas investigaciones se realizaron bajo otras
condiciones de sustrato, como lo son las aguas residuales domeésticas de menos
complejidad que un lixiviado, ya que las tecnologias utilizadas para tratar lixiviados se
han focalizado en métodos quimicos y fisicos, dejando a un lado los métodos
bioldgicos, y de estas las alternativas mas aplicadas han sido los lodos activados y los
filtros bioldgicos (Wiszniowski et al. 2006), lo que evidencia el déficit en investigacion
aplicada con métodos integrados o acoples de tratamiento y un menos la utilizacion de
lagunas algales de alta tasa.

250 - Arranque Estabilizacion Adicion de CO?

7y 200 -

]

g

— 150 -

=

=0

-«

= 100

<

s

LU B ———

0 T T T T T T 1
Enero Febrero Marzo Abril Mayo Junio Julio
Tiempo de experimentacion (Meses)

Figura 11. Comportamiento de la biomasa algal durante el tiempo la investigacion.

6.1.1Variables de campo
Durante el periodo de evaluacion de la laguna, esta presentd un comportamiento como

reactor aerobio (Tabla 11), alcanzando niveles de concentracion de Oxigeno disuelto
alrededor de 9.4 mg L™ en promedio. Sin embargo, en algunos momentos de mayor
intensidad solar (10-14 horas) (Figura 12), se registraron valores superiores a 24.7 mg
L™ de Oxigeno. Lo que podria tener un impacto en la produccién de algas, pues altas
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concentraciones de oxigeno en combinacion con luz solar intensa puede afectar las
células por fotooxidacién o fotoinhibicién (Molina et al. 2001). Asi mismo, el potencial
de Oxido reduccién muestra que el sistema se mantuvo todo el tiempo en condiciones
oxidantes, siendo concordante con la alta concentracion de Oxigeno, permitiendo de
esta manera que la materia organica y otros compuestos se oxiden rapidamente.

Igualmente se registraron valores altos de pH, alcanzando maximos de 8.9 dentro del
reactor, ya que la fotosintesis de las algas incrementa el pH por el consumo de CO, y
HCOs; (Craggs et al. 2011; Park & Craggs 2010). Por otro lado, la temperatura que
registro el agua se encontr6 dentro del optimo reportado para la actividad bacteriana que
estd entre 25 y 35 °C, dependiendo de las condiciones del medio (Mercalf & Eddy
2003). El monitoreo de la Clorofila a durante el tiempo de experimentacion, demuestra
una estabilidad del sistema algal de alta tasa, al presentar concentraciones de 1530.1
ng.L?, alcanzando concertacién en algunos momentos de 3787 pgL™ (Figura 20).
Reportes de Park & R. Craggs (2010), son similares, ya que alcanzaron una
concentracién de 4200 ug.L™ de Clorofila a en su reactor; utilizando aguas residuales
como sustrato. Estas son mas estables y de mejor calidad que las que se utilizaron en
este estudio, donde se empled un efluente de tratamiento de lixiviados. Rao et al.
(2012), reportan concentraciones de Clorofila a alrededor de los 26000 pgL™, aunque
solo cultivo una especie la cual se utiliz para la produccion de lipidos, manejandose
unas condiciones apropiadas para su crecimiento.

Tabla 10. Temperatura del Agua, Concentracion de Oxigeno Disuelto (OD), Potencial
de Oxidoreduccion (PotRedox), Conductividad Eléctrica (CE), Clorofila a, Caudal (Q)
y pH, del sistema completo.

Punto Temperatura(°C) OD(mgL™?) PotRedox(mV)
Media+s.d Min/Max Media + s.d Min/Max Media +s.d Min / Max
Entrada 271720 23/32.4 3.53+£2.05 0.12/8.78 30.11+£2.81 -262.9 /158
Salida 27426 22.8/33.6 8.99 £5.40 0.65/23.9 59.06 +107.95 -144.1/ 491
Dentro del rector 27.02+2.61 20.7/33.1 9.4 £5.53 1.86/24.7 61.89+118.21 -194.2 1 377
CE (ms.cm™) Clorofila a(ugL™) Caudal (L.minY) pH
Media+s.d Min/Max Media + s.d Min/Max Mediats.d Min/Max Min/Max
Entrada 3.77£0.90 1.976/5.36  212.01 +208.13 46.7 /1036 0.11£0.09 0/0.9 7.7/8.4
Salida 3.47 £0.88 1.122/5.97 1020.69 +693.69 201 /3659 0.10+£0.10 0/0.891 7.7/8.9
Dentro del rector 3.48+ 0.95 1.135/6.42 1560.09 £831.06 233.2/3787 -- -- 76/89

Con respecto a la conductividad eléctrica, se monitoreo como variable de control del
sistema, pensando en sus posible vertimiento a un sistema natural, ya que se debe
realizar su medicion si se espera rehusar el efluente para alguna actividad de agricultura
o0 agronémica (PRESIDENTE DE LA REPUBLICA DE COLOMBIA 1984; Sperling &
Chernicharo 2005). En este caso, este tipo de efluente no podria ser utilizado en la
agricultura, ya que presenta una elevada conductividad por encima del agua para usos
domestico que est4 en 0.8 ms.cm™. Sin embargo, seglin otras normas internacionales
como las de la FAO, se podria utilizar este afluente, pues cae en la clasificacion de
moderado.
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En la figura 12 se observa la cantidad de radiacion solar expresada en W.m™ en un dia
soleado y un dia con nubosidad intermitente. En dias con nubosidad se observa picos y
caidas y de radiacion solar que podria afectar el proceso fotosintético, pues esta proceso
estd directamente relacionado con la luz directa que es la que excita los electrones del
complejo antena permitiendo asi transferirla a energia quimica (hidratos de carbono)
(Masojidek & Torzillo 2004). En la figura 13, se observa como la Clorofila a, que es un
indicador de las algas en el sistema, se ve afectada por las condiciones de luz (Radiacion
solar), y a medida que esta disminuye, lo hace la clorofila de la superficie indicando que
la actividad fotosintética también decrece.
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Figura 12. Radiacion Solar (W.m?) en la zona de estudio en dias donde se presenté nubosidad y sin
nubosidad.
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6.1.1.71 Comportamiento de los parametros tomados “In situ” en la matriz agua.
En la figura 14, se puede apreciar el comportamiento del oxigeno disuelto en cada uno

de los puntos de muestreo durante la investigacion. Esta variable aumenta su
concentracién a medida que pasa por el reactor, alcanzando valores de 20 mg.L™ en
ciertos momentos, tanto en el punto medio como en la salida del reactor. Esta situacion
puede estar asociada a la actividad fotosintética de las algas presentes en el sistema
(Oswald 1988; Abeliovich 2004; Mara 2004), aportando oxigeno disuelto al sistema,
permitiendo que las bacterias puedan hacer degradacion aerobia de los contaminantes
presentes en la matriz agua (Doria et al. 2011). Asi mismo, esta actividad fotosintética
aumenta el potencial de Oxido-Reduccion, reportandose lecturas mayores a 300 mV
(Tabla 11). En el medio ambiente se da potencial de 0xido-reduccién desde un minimo
de -0.4 voltios hasta un maximo de +0.8 voltios. El limite inferior corresponde a un
ambiente muy reductor rico en gas hidrdgeno y por tanto, apropiado para el crecimiento
de microorganismos anaerobios estrictos. El limite maximo se produce en ambientes
muy oxigenados, y por tanto, oxidantes (Correa 2008). Estos dos fendmenos se
presentaron en el reactor, pues en el arranque del sistema las poblaciones algales no se
habian estableci6 y aclimatado a las condiciones ambientes existentes, limitando la tasa
fotosintética y por ende el aporte de oxigeno (Mufioz & Guieyssea 2006). Esto se pudo
establecer con concentracion de Clorofila a, pues al inicio de la experimentacion se
encontraron concentraciones de < 1 mg.L™ y por ende baja concentracién de Oxigeno <
8 mg.L™" en horas de maxima radiacion solar (Figuras 11 y 14), evidenciando la baja
concentracion de algas en el bioreactor.

Por otro lado, estos resultados permiten observar el efecto que tiene las condiciones
ambientales circundantes al reactor sobre sus comportamiento, ya que en las épocas
donde se present6 una mayor Radiacion solar y poca lluvia (época seca Mayo -Julio) se
reportaron picos de concentracion de Oxigeno (Figura 14) en horas diurnas, que van
desde las 7-16 horas (Figuras 12), pues es cuando se da la actividad fotosintética de las
poblaciones algales presentes en el sistema (Richmond 2004; Arthaud et al. 2012; Park
& Craggs 2011). Sin embargo, altas concentraciones de oxigeno o supersaturacion del
mismo, puede generar una disminucion de la actividad fotosintetica, dafiando las celulas
en algunas ocasiones (Oswald 1988; Raul Mufioz & Guieysse 2006). Para este sistema,
por tratarse de un sistema continuo (Existe Afluente y efluente) las altas
concentraciones de O, indican un buen tratamiento de los contaminantes presentes (R
Murfioz et al. 2004). Ademas de esto, la profundidad de 0.2 m permite que en toda la
columna de agua se presente una actividad fotosintetica, expresada por la alta
conentracion de oxigeno dentro del reactor.
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Figura 14.Comportamiento del Oxigeno disuelto.

6.1.1.1.1 Temperatura
La temperatura por su parte, se mantuvo constante entre 25 y 32 °C en todo el sistema y

durante todo el tiempo de monitoreo de la unidad, como se puede apreciar en la figura
15. Este comportamiento ayudo al establecimiento adecuado de las poblaciones algales,
a pesar de que las condiciones del medio no eran favorables para su crecimiento. Por
ejemplo, el color real del afluente a la unidad fue de 435.9 mg.L™de Pt-Co, lo que
podria haber afectado su tasa de crecimiento por inhibicién del paso de la luz solar en la
unidad. Sin embargo, la produccion de algas se vio influenciada directamente por altas
temperaturas, pues se mantuvo dentro la temperatura Optima a la cual las algas
presentan una tasa fotosintética adecuada y donde se evita la respiracion y
fotorrespiracion algal, que ocurre en altas temperaturas (> 38°C) reduciendo la
productividad global (Pulz 2001; Bitog et al. 2011). La temperatura éptima para
cultivos de microalgas es generalmente entre 20 y 28°C, aunque puede variar con la
composicion del medio de cultivo, las especies o la cepa cultivada, siendo este rango el
que se mantuvo la matriz agua de la LAAT. Por otro lado, temperaturas inferiores a 16
°C retrasa el crecimiento, mientras que temperaturas superiores a 35°C son letales para
una serie de especies (Mehlitz 2009). En algunas ocasiones también puede alterar el
equilibrio iénico del agua (pH) y la solubilidad del gas (Oxigeno y CO,). Sin embargo,
las diferentes especies de algas pueden responder a estos cambios en diferentes grados
(Bouterfas et al. 2002).

6.1.1.1.2 Oxigeno Disuelto y Clorofila a.
Como se tratd de una unidad de alta tasa fotosintética, la saturacion de oxigeno disuelto

en el dia puede llegar a niveles superiores al 200% alcanzando concentraciones hasta de
20 mg.L™" (Park & R Craggs 2010; Craggs et al. 2012). Asi mismo, la temperatura del
sistema afecta la solubilidad del oxigeno en el agua. Temperaturas entre 22 y 27 °C,
presentan solubilidades entre 8.8 y 8.1 mg.L™*(Environmental Protection Agency
2011b), esto en condiciones normales de un sistema natural con poca concentracion de
algas < 10 mg.L}(Canfield et al. 1983). Sin embargo, el sistema mantuvo una
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concentracién superior a esta (> 24 mg.L™, Tabla 11). Esta relacion entre la
concentracion de oxigeno disuelto y la Clorofila a para este sistema, se puede observar
en la figura 16. Aunque, no existe una correlacion perfecta, se aprecia que algunos picos
y descensos de oxigeno aumenta y decrece la Clorofila a también. Esto en la mayoria de
las mediciones, lo que indica una buena actividad fotosintética de las comunidades
algales en el bioreactor. Sin embargo, concentraciones muy elevadas de oxigeno
disuelto pueden afectar la productividad de las algas, promueven la oxidacién
bacteriana, afectando el desempefio del reactor y por ende el tratamiento (Bitog et al.
2011; Park & R Craggs 2010).

En este tipo de relaciones no se puede establecer una linealidad, pues la concentracion
de oxigeno disuelto en el matriz agua no depende exclusivamente de la concentracion
de Clorofila a, esta depende de factores como la Temperatura, la radiacion solar, presion
atmosfeérica, la respiracion aerobia, la calidad de las aguas (Sperling & Chernicharo
2005) entre otras.
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Figura 15.Relacidn entre la concentracion de Oxigeno disuelto y la Clorofila a.

6.1.1.1.3 pH
La figura 16 muestra que el pH no tuvo una variacién significativa tanto a lo largo de la

investigacion como en cada punto del sistema (Entrada-Salida y Punto medio),
manteniéndose por encima de 7.8. Esta condicion de estabilidad, permitio el
establecimiento de una poblacion de algas en el sistema, ya que variaciones subitas y
constantes de pH puede afectar la productividad de las algas, la respiracion de algas y
bacterias, la alcalinidad, la composicion ionica del medio, la actividad de autétrofos y
heterotrofos (por ejemplo, Nitrificacion y Denitrificacion) y el desempefio de la unidad
(Craggs 2005; Park & Craggs 2011; Garcia & Hernandez-Mariné 2000).
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Figura 16. Comportamiento del pH en cada punto del sistema.
6.1.2Biofijacion de CO;

6.1.2.1 Calculo de los componentes del balance de masa

Acorde con la ecuacion definida para el calculo de biofijacién de CO,, se planted que la
acumulacién de CO, dentro del reactor estaba dada por la siguiente interaccion de
factores:

Acumulacién CO; = Afluente- Efluente + Difusion Atmosfera-laguna — Difusion
Laguna atmosfera + Respiracion aerdbica -Fijacion por fotosintesis — Alcalinidad

La tabla 12 muestra cada uno de los valores promedios de los componentes del balance
de masa de CO, expresado en la ecuacion 5. De todos los componentes del sistema, solo
la respiracién aerobia no se determin6 en campo, para lo cual se empled lo reportado
por Rosero (2013), quien establecié este tasa de velocidad en un sistema facultativo
piloto en las condiciones locales y caracteristicas fisicoquimicos del afluente similares a
las del estudio.

Tabla 11. Valores promedio de cada uno de los componentes del balance de masa.

Parte del balance Termino del balance ~ Valor (g de C.dia™)* Referencia
Acumulacion CO, It 70.1589 Datos Medidos
Flujo masico de entrada Q*COy 36.296 Datos Medidos
Flujo masico de salida Qs*CO,s 31.08 Datos Medidos
Difusion Atmosfera-Laguna Rapa-L -3.688 Datos Medidos

Difusion Laguna-Atmosfera RipL-a 0

Respiracion aerobica RiRes aero 101.19 (Rosero 2013)

Fijacién por fotosintesis Rorotosin Calculado
Alcalinidad R aik 66.063 Datos Medidos

*para un reactor de 1.44 m’
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La Figura 17 muestra la cantidad de carbono fijado por la Fotosintesis en el reactor
durante el tiempo de la experimentacion, obteniendo un promedio de -26.1 gde Cd™y -
18.1 g de C d'm™ EIl valor negativo indica que este sistema se comporta como
sumidero de carbono con relacién al CO; fijado mediante fotosintesis (Silva-Vinasco &
Valverde-solis 2011; Palacios 2006) esto en horas diurnas. Sin embargo, en algunos
momentos el sistema se comporté como emisor de C en forma de CO,, al existir valores
positivos, posiblemente debido a perturbaciones de las comunidades algales por parte de
contaminantes que pueden inhibir su crecimiento y por ende su capacidad en la fijacion
de Carbono. Asi como también por foto-inhibicidén durante intensas horas de radiacién
solar (Figura 12). Esta situacion se present6 durante la etapa de arranque de la laguna,
condicion donde las poblaciones algales se encontraban aclimatandose al sistema y en
un proceso de establecimiento de la comunidad algal. Una vez ambientadas, se dio
inicio la fijacion de CO, por parte de las algas, alcanzando valores negativos,
principalmente después del mes Marzo hasta el final del periodo de monitoreo (Figura
18).
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Figura 17.Cantidad de Carbono fijado por el sistema durante el tiempo de experimentacion. En el eje X,
los meses de monitoreo. En el Eje Y principal la Fijacion por fotosintesis. El eje Y segundario la cantidad

de Carbono en el reactor.

Por otro lado, en la figura 17 se aprecia, que la cantidad de carbono en el sistema
depende de la capacidad de fijacion de las algas. A pesar de que se encontraban en un
ambiente hostil y posiblemente agreste como lo son los lixiviados tratados, realizaron
fijacion de carbono, por encima o similar de lo reportado por algunos autores como
Choi et al. (2012) quienes reportan un valor de 216 mg de CO, L™ d™ lo que
equivaldria a 14 g de C d™* valor menor a lo encontrado en la investigacion. Por su parte
Watanabe & Hall (1995) reportan 14.6 g de C m™ d™* equivalentes a 21 g de C d™*m™ en
el sistema que estos autores evaluaron, siendo esto mayor a lo encontrado en la
investigacion. Sin embargo, estas investigaciones se realizaron en sistemas a escala de
laboratorio en condiciones piloto y cielo abierto se ha estimado que las algas fijan 1.83
g de CO; que en términos de Carbono equivaldrian a 0.5 g de C (Rosenberg et al. 2011)
valor que estd muy por de debajo de lo encontrado en la presente investigacion. Por otro
lado, la mayoria de estas investigaciones se realizaron en zonas con estaciones, lo que
limita el potencial de la capacidad de fijar CO, de las algas al tener una limitacion en la
radiacion solar directa.
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6.1.2.2 Relacion CO2 y la Clorofila a, durante el ciclo diurno
La concentracion de CO, que se acumuld en el reactor se encontré alrededor de los

516.4 mg.L ™, manteniéndose constante durante todo el dia (8 -20 Horas) lo que indica
que el sistema se estabilizo. Esta concentracién en la matriz agua depende de la
actividad fotosintética que permite una transferencia del CO, atmosférico al medio
liqguido mediante gradientes de concentracion o flux atmosfera-laguna (Tabla 12). Las
algas toman el CO, como fuente de carbono para sintetizar compuestos organicos
(Rasineni et al. 2011) permitiendo asi incrementar su biomasa. La Figura 18 muestra
como la concentracion de Clorofila a en el reactor aumenta a través del tiempo,
alcanzando un maximo en concentracion de 2346 ug.L™ a las horas de mayor radiacion
solar que ocurre entre las 11 y 13 horas del dia, pasado este periodo la biomasa
disminuye alcanzando un minimo de concentracion de hasta 100 pg.L™ alrededor de las
20 horas. Sin embargo, en el momento de maxima de radiacion solar (12 y 13 horas), la
biomasa de la superficie del reactor desciende aproximadamente 15 cm, esta situacion
se pudo presentar por la migracion de las poblaciones algales al fondo del reactor, y de
esta manera evitar la fotorespiracion algal que se presenta por una fuerte radiacion solar,
en donde hay una pérdida en la captura de carbono y por ende una disminucion en la
capacidad del ciclo de Calvin para regenerar el sustrato de azucar (Sayre 2010),
reduciendo la eficiencia de la fotosintesis y por ende la captura de carbono entre un 20-
30% (Zhu et al. 2008).

La figura 19 muestra cualitativamente la concentracion de Clorofila a en cada uno de
los puntos del sistema (Entrada, salida y punto medio-10 cm) en un dia de intensa
radiacion solar. Asi mismo, la concentracion de CO, fluctda durante las horas de més
actividad alga entre las 10 y 16 h (Rasineni et al. 2011) alcanzando una estabilidad en su
concentracion entre 500 y 543 mg.L™" pasadas las 16 horas (Tabla 13), debido
posiblemente a que la actividad algales reduce por la disminucién de la radiacion solar.
Sin embargo, dentro del reactor ocurren otros procesos bioldgicos y quimicos que
aportan CO; al sistema como la respiracion bacteriana, difusion atmdsfera-laguna y la
alcalinidad, manteniéndolo constante su concentracion (Figura 18).

Tabla 12.Concentraciones promedio en cada hora, durante el tiempo de evaluacion
diaria de CO, y Clorofila a durante horas diurnas en el reactor algal de alta tasa.

Tiempo (Hora) CO, (mg.L™) Clorofila a (ug.L™)
8:00 591.26 1509.75
9:00 474.73 1823.75
10:00 458.54 1938.75
11:00 518.27 1947
12:00 466.28 2330.5
13:00 538.37 2346.25
14:00 529.87 2108.25
15:00 524.40 2274
16:00 510.16 1646.37
17:00 541.11 964.42
18:00 506.12 678.3
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Figura 18. Comportamiento de la concentracion de CO, y Clorofila a.

Figura 19. Concentracion cualitativa de la Clorofila a en cada punto del bioreactor de algas. A entrada. b

Punto medio y c salida.

6.1.2.3 Monitoreo de las variables fisicoquimicas
La tabla 14 muestra el resultado del monitoreo de las variables fisicoquimicas que se

realizo al sistema.

Tabla 13. Caracteristicas fisicoquimica del sistema completo y porcentaje de

eliminacion.
Entrada Salida Punto medio
%
Parametro X+ sd Min/Max X Sd Min/Max X £5d Min/Max %elimi  deelimi-
mg.L carga
(Kg.d?)
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COD 162.2+45.6 80.9/239.5 144.6+36.3 80.3/201.6 149.4+39.9 88.7/229.1 9.5
PO, 3.547.1 0.4/7.1 3.242.1 0.30/8 3.3+2.2 0.3/8.3 6.5
PO,-Fil 2.6+1.2 0.9/4.8 2.6+1.2 1.2/4.7 2.9+1.4 1.1/5.7 -19
Alcgld'md 1624.7+963 705.9/5469 1330.4+651 546.8/3549.4 1617.9+670.1 477.2/3350.5 13.6
DQO 429+140.8 197.8/745.3 482.3£129.9 195.2/825.5 541.6£193.3 148.2/916 -20
DQO Fil 324187.4 171.3/505.6 253.9+88.8 109.2/405.6 304.5£114.7 130.1/711.4 22.2
SST 73.9+33.4 30/174 115.8+48.9 54/260 112.1451.1 50/250 -83.8
SSvV 65.3+25.4 30/134 104.7+45 54/226 96.5+44.8 50/232 -1.4
NTK 176.5+40.7 93/264 140.3+40.5 56/266 144.4+35.8 79/215 20.4
NTK Fil 134.5+46.6 84/226 105.6+41.9 37/198 119.1+48.7 47245 22.2
N-NH,4 131.5+43.5 64.8/231 100.94+36.9 26/188 107.1+34.9 51/177 21.8
N-NH, Fil 102.7+£32.1 60/153 80.8+33.9 38/166 83+30.3 40/139 21.9
N-NO; 11.5+£13.9 1.2/44 8.8+11.2 0.6/47 10.1+£14.7 0.51/54 159
Color
Real 435.9+163.2 259.7/766.8 365.84+118.3 200.2/671 343.9+141.1 124.1/667.3 11.3
(Pt-Co)
Color
Aparente 505+123.7 293.3/757 466.4+135.9 296.5/760.8 457.8+157.4 265.4/786.9 5.6
(Pt-Co)
DBOs 65+34.2 10/120 105.6£61.5 20/230 - - -1.9
DBO; Fil 33.3+15.3 20/50 13.3+5.8 10/20 -- -- 58.9

20.8
17.3

28.8

26.3

-214
71

6.1.2.3.1 Comportamiento de la Materia orgénica
La materia organica se evalud con diferentes parametros, como COD, DQO total y

filtrada y DBOs total y filtrada. Para el caso de la DOQ¥iirada 12 eliminacion alcanzo el
22.20 %, en promedio, lo que indica que dentro del reactor ocurren fenémenos de
transformacion y/o degradacién de materia organica disuelta. Pardmetros como DQO
total, SST y SSV presentaron porcentajes de eliminacién de -20,9, -56,8, -60,2 %,
respectivamente, siendo valores negativos. Este resultado se explica, por la generacion
de biomasa que escapa del reactor, siendo un factor de interferencia para la medicion
(APHA 2005), por lo que el analisis de la eficiencia de eliminacion se considera con las
muestras filtradas.

La figura 20 muestra el comportamiento de la DQO total en el sistema completo. Se
observa como al principio de la experimentacién, la materia organica medida en forma
de DQO total es mayor que en la salida y en el punto medio. Sin embargo, en varios
momentos y en especial al final de la experimentacion, el crecimiento en biomasa y la
acumulacién de Materia organica, aumenta la concentracion de la misma en el reactor y
en la salida. Por su parte en la figura 21, se observa como la DOQ filtrada, tiene un
mejor comportamiento, pues la concentracion de entrada es superior que en la de salida.
En este parametro se eliminaba la materia organica en forma de biomasa (algas en su
mayoria) que produce interferencia, permitiendo establecer con certeza cuanto de la
materia organica disuelta en forma de DQO, el sistema esta eliminando.
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Figura 20. Comportamiento de la DQO total en el sistema.
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Figura 21. Comportamiento de la DQO filtrada en el sistema

6.1.2.3.2 Comportamiento de Nitrogeno
Esta clase de sistemas algales pueden ser utilizados para el pulimiento de aguas

residuales (Mara 2004) en relacion a la eliminacion de nutrientes, pues presentd una
adecuada eliminacion de la mayoria de los parametros medidos. Tal es el caso del N-
NH, (Nitrogeno amoniacal), el cual presento una eficiencia de eliminacion mayor al 20
% en promedio, alto si se tiene en cuenta que se estaba tratando lixiviado de relleno
sanitario (Mustafa et al. 2012). Cuando esta tecnologia trata un residuo menos
complejo, como las aguas residuales domeésticas, puede alcanzar eficiencias de
eliminacién alrededor del 80 y 90 % (Park & R Craggs 2010), al haber menor
concentracion de contaminantes xenobioticos e inhibidores, que si pueden estar presente
en lixiviado (Renou et al. 2008). En este caso, la relacion DBOs/DQO del afluente del
reactor fue 0.2, indicando un bajo potencial de biodegradabilidad. Sin embargo, para las
diferentes especies de Nitrogenos analizados en esta investigacion, se observé que la
eliminacion de NTKi (Nitrégeno Total Kjeldahl) y N-NH, (Nitrogeno amoniacal)
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fueron superiores del 20 %. Para el N-NHgritraga, Y NTK Firaga S€ alcanzaron
eliminacion del 21.9 % y 22.18, respectivamente. Siendo esto bajo para lo reportado por
Aguirre et al. (2011) quienes utilizaron un sistema similar, para tratar aguas de
porcicolas, que contienen altas cargas de Nitrogeno alcanzaron una eliminacion por
encima del 70 %. Aunque, la calidad de las aguas tratadas reportadas por estos autores,
era mejor que las que tratadas en esta investigacion, al solo contener materia organica y
nutrientes principalmente.

Por otro lado, cuando se analiza la eliminacion de las diferentes especies de Nitrogeno,
como carga eliminada (Asociada con el caudal que entra y sale del sistema), se observo
que la eliminacién mejora para todas las formas determinadas (Tabla 14). Alcanzando
eliminaciones en la carga (Kg.d™) de NTK total y filtrado (Nitrégeno Total Kjeldahl),
N-NHj, total y filtrado (Nitr6geno amoniacal) y NO3 (Nitratos) de, 29.8, 38.4, 31.3, 36.7
y 25 %, respectivamente. Esta eliminacion pudo deberse a varios procesos que
sucedieron en el reactor, como la volatilizacion, principalmente del Nitrogeno
amoniacal, pues este parametro se ve afectando por la temperatura y el pH, los cuales
son modulados por el proceso de la Fotosintesis, y en donde se incrementa el pH (> 9)
(Tabla 11 y figura 16) a traveés de la captura de CO, del agua, favoreciendo la
volatilizacién del NH3 (50 % del amonio se encuentra en esta forma, debido al pH > 9)
(Sperling & Chernicharo 2005; Cai et al. 2013). Sin embargo, la asimilacién por parte
de las microalgas y las bacterias presentes en el sistema puede ser otra contribucién
significativa a la eliminacién y/o transformacion del nitrégeno, aunque, el proceso que
ellas desempefian se denomina asimilacion, en el cual no solo toman Amonio, pues
pueden utilizar Nitritos y Nitratos (Abdel-Raouf et al. 2012). Se considera que la forma
de Nitrégeno preferida por las microalgas es el amonio, debido a que no hay una
reaccion redox involucrada en su asimilacion; por lo tanto, requiere menos energia (Cai
et al. 2013). No obstante, también emplean los Nitritos y Nitratos, pero son utilizados
una vez que hayan consumido el amonio. A pesar de todas estas interacciones
bioldgicas que suceden en esta clase de reactor (alta tasa de algas). Garcia et al. (2000),
mostraron que el principal mecanismo de eliminacién de Nitrogeno en estos sistemas es
la Volatilizacién, por cambios en el pH que produce la actividad Fotosintética.

En las figuras 22 y 23, se puedo observar como es el comportamiento de las distintas
especies determinadas de Nitrogeno dentro del reactor. En la figura 22 se muestra que
durante el tiempo de la experimentacion, la mayor parte del Nitrégeno Total esta
compuesto por Amonio y este a su vez mantiene una relacion inversa con el Nitrogeno
Organico, pues a medida que aumente uno disminuye el otro.
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Figura 22.Comportarmiento del N en el reactor.

En la figura 23, se muestran las concentraciones de NTK, N-Organico y Amonio (NH,),
filtrado en el reactor. En este caso, el comportamiento del Amonio, después del periodo

de aclimatacién del sistema, se hace casi igual a la concentracion de NTK.
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Figura 23. Comportamiento del N-Filtrado en el reactor.

6.1.2.3.3 Comportamiento de Fosforo
El fosforo total (PO,4) por su parte, presentd una eliminacion del 8,3 % siendo alta

para esta clase sistemas, ya que Park & Craggs (2011), reportaron un porcentaje de
eliminacién negativo, demostrando que la asimilacion de este compuesto es baja, con
tendencia a acumularse en el reactor, ademas con los altos valores registrados de pH
(>8) (Tabla 11), podrian verse afectado y precipitar acumulandose en el sistema,
saliendo cuando haya un flujo fuerte que lave la biomasa del fondo del reactor
(Sperling & Chernicharo 2005). Sin embargo, cuando se calcul6 el porcentaje
eliminacién en carga de esta compuesto, aumento a 17.3 y 2 %, para fosforo total y
filtrado, respectivamente.
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6.1.2.3.4 Generacién de Biomasa-productividad
Ademés de capturar CO, y hacer una descontaminacién de las aguas, se puede

aprovechar toda la biomasa que se crea mediante anabolismo celular (Sperling &
Chernicharo 2005). La cosecha de biomasa es potencialmente importante para la
produccién de biocombustibles (Abdel-Raouf et al. 2012; Mata et al. 2010), o ser
utilizada en digestion anaerobia para produccion de gas (Brune et al. 2009; Mata-
Alvarez et al. 2000), o fertilizantes y alimento (animal como humano) (Craggs et al.
2012; Craggs 2005). La figura 24 muestra la relacion que existe entre los SST, SSV y la
biomasa alga del sistema, mostrando un mismo comportamiento, lo que podria ser una
potencial fuente de Biomasa, pues la cantidad de solidos que en su mayoria es biomasa
de algas, que supera los 100 mg.L™ equivalente a 0.1 g.L™, siendo suficiente biomasa
para ser utilizada en algunas de las potencialidades mencionadas anteriormente
(Ashokkumar & Rengasamy 2012; Pittman et al. 2011a).

La tabla 15, presenta la productividad de biomasa en términos de SSV y SST, fue de
96.9 y 109 g.m>, respectivamente, cuando al reactor no tenia inyeccién de CO,. Sin
embargo, cuando al reactor se le inyecto CO,, la productividad fue de 142.2 y 148.9
g.m'3, respectivamente. Aumentando un 31.9 % en SSV y 26.8 % en SST. Estos
resultados son similares a los reportador por Park & Craggs (2011b), quienes obtuvieron
un porcentaje del 44.7 % de aumento en la concentracion de SST y un 44.4 % de
aumento en la concentracion de SSV, cuando se inyectd CO,. Cabe mencionar, que la
investigacion realizada por estos autores, conto con toda la infraestructura y tecnologia,
que les permitia medir cada minuto, el caudal de CO, que se aplicaba y regularlo,
dependiendo las cambios de pH. Proceso que no se pudo realizar en esta investigacion,
lo que pone de manifiesto como las condiciones del tropico favorecen la actividad de
este tipo de sistemas de algas.
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Figura 24.Relacion entre los SST, SSV y la Biomasa algal.

Para el caso de la concentracion de Biomasa algal, que se calculd utilizando la ecuacion
2, fue de 69.9 g.m™, sin CO, y 147.6 con CO,. Lo que evidencia como la inyeccion de
este gas, favorece su crecimiento de algas (Das et al. 2011; Tolbert 1997; Watanabe &
Hall 1995). De las concentraciones de SST y SSV, el 74.8 y 83.1 % corresponde a
biomasa algal, cuando no se le adiciono CO,. Por su parte, cuando se le adiciono CO,,
esta proporcion aumento, a 85.7 y 81.7 %, respectivamente.
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Con respecto a la productividad del sistema, en SSV fue mayor cuando no se adicionaba
CO; al sistema, reportandose una 9.8 g SSV.m™.dia™* y 50.2 g SSV.m>dia™!, comparado
con las productividad cuando se le adiciono CO,, con una productividad de 9.4 g
SSV.m?diat y 48.1 g SSV.m3dial. Esto posiblemente por la gran actividad
fotosintética que presentd cuando la poblacion de algas aumento, provocando que la
poblacién bacteriana se afectara por la fotooxidacion. Esto mismo ocurrio, con la
groductividad medida en términos de SST, con 10.9 g SST.m?dia* y 56.4 g SST.m"
.dia™* sin la adicién de CO,. Y 9.8 g SST.m?.dia’y 50.6 g SST.m>.dia*, cuando se le
adiciono CO; al sistema.

Por el contrario, en términos de productividad algal en metros cuadrados la adicion de
CO, representd un incremento del 11.73 %, alcanzando una productividad en biomasa
de 8.2 g.m™.dia?, a diferencia de los 7.2 g.m™.dia™* cuando no se adiciono CO,. Para el
caso de la productividad por m®, esta aumento un 11.7 %, alcanzando una productividad
del 42.1 g.m3.dia?, con CO,y 37.2 g.m>dia™* sin CO,. Todas estos resultados son
similares a los obtenidos por Craggs et al. (2012), quienes evaluaron un sistema similar,
pero este a escala real encontrando una productividad de 5 y 15 g.m?.dia™, lo que
evidencia que de escalarse el sistema su productividad estaria dentro lo esperado. Estos
resultados, refuerzan la hipotesis de posibles usos de la biomasa algal, entre las cuales
se encuentra la produccién de Biocombustibles.

Tabla 14. Productividad de algas y productividad de biomasa del sistema algal de alta
tasa, comparando sin la adicion de CO; y con la adicion de CO,.

Sin CO2 Con CO;,
Promedio + s.d Promedio + s.d
SSV g.m‘3 96.8 + 38.05 1422 £ 61.21
SSTg.m? 109 + 44.98 148.4 + 58.96
Concentracion de Biomasa algal g.m™ 69.9 + 39.07 147.6 £81.15
Alga (SSV%) 83.1+59.92 85.7 £39.29
Alga (SST%) 748 £57.12 81.7 + 38.54
Productividad de biomasa (g SSV.m?.dia™) 9.8+4.16 9.3+8.61
Productividad de biomasa (g SSV.mdia™) 50.2 + 21.38 48.1 + 44.26
Productividad de biomasa (g SST.m™?.dia™) 10.9+4.88 9.8+8.90
Productividad de biomasa (g SST.m>.dia™) 56.3 + 25.11 50.6 + 45.78
Productividad de algas g.m™.dia™ 7.2+4.66 8.2 +9.45
Productividad de algas g.m™.dia™ 37.2+23.94 42.1 + 48.60

6.1.2.3.5 Eliminacion de contaminantes (Materia organica y nutrientes)

En la figura 25 se puede observar como este sistema en términos de carga, puedo
eliminar material organico y nutrientes. En términos de DBOs se presentd un eficiencia
de 71 %, similar a lo reportado por Garcia et al. (2000); Park & Craggs (2010); Park &
Craggs (2011)b; Park et al. (2011); quienes en sus investigaciones, mencionan las
bondades de esta clase tecnologias. En estos trabajos investigativos se utilizaba aguas
residuales domésticas, que son residuos con una alta biodegradabilidad (DBOs/DQO >
0.6), a diferencia en esta investigacion, donde la calidad del afluente al sistema contaba
una baja biodegradabilidad (DBOs/DQO de 0.15), por ser lixiviados tratados. Ademas
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podrian contener altas concentraciones de compuestos recalcitrantes y metales pesados.
Todo esto ratifica las potencialidades que presenta la implementacion de sistemas
algales de alta tasa, en un contexto local (temperatura, radiacion solar, diversidad
ecoldgica etc.), pues existen las condiciones adecuadas para un buen desarrollo del
sistema.

Trabajos de Oswald (1988b); Oswald (1988a); Oswald (1990); Rawat et al. (2011) entre
otros autores, mencionan la potencialidad en la eliminacion de nutrientes con la
implementacién de sistemas algales de alta tasa, debido a la alta tasa fotosintética y la
asociacion de bacterias que hay dentro del sistema. Esta afirmacion, se comprueba en
esta investigacion, pues el sistema tuvo un buen comportamiento eliminando
principalmente nitrogeno, el cual se efectu6 principalmente por volatilizacion debido a
los grandes cambios del pH del reactor (Tabla 11). Sin embargo, el proceso de
asimilacién podria haber tenido también un rol, ya que se present6 una alta produccién
de biomasa expresada en Biomasa algal siendo superior a 100 mg.L™ (Figura 24). La
figura 26, muestra la relacion entre los SSV/SST; evidenciando la alta produccién
microbioldgica manteniéndose por encima de 0.9 en muchas ocasiones, mostrando que
la mayor parte de los sélidos del sistema eran microorganismos (algas o bacterias).
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Figura 25. Porcentajes de carga eliminada de cada uno de los parametros determinados.
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Figura 26. Relacion entre SST/SSV en el reactor.

6.1.2.3.6 Andlisis estadistico del desempefio del sistema.

6.1.2.3.6.1 Validacién del supuesto de Normalidad

La prueba empleada para validar el supuesto de normalidad fue la de Shapiro-Wilk, ya
que el nimero de réplicas o el tamafio del experimento se considera pequefio, entre 15 y
29 mediciones, Yy el criterio de decision es rechazar la hipétesis nula cuando el valor-p
es menor que el nivel de significancia del 0,05. En las tablas 16 y 17 se puede apreciar
que el supuesto no se cumple para la mayoria de los parametros bajo estudio a
excepcion de N-NH,, Color Aparente (CA), NTKEFiltrada, N-NH4Filrada y P-
PO Filtrada.

Tabla 15. Validacion del supuesto de normalidad bajo un disefio de Bloques (Analisis
de los Residuales).

Parametro  COD DQO SST SSV SSV/SS  NTK N-NH4 N- P-PO4
T NO3

Valor-p 0,0041 352¢® 0,000859 0,04857 9,59¢ %.03e' 0,06381*  0,0001 0,000517
5 16

*: Se acepta el supuesto de Normalidad a un nivel de Significancia del 0,05.

Tabla 16. Validacion del supuesto de normalidad bajo un disefio de Blogques (Analisis
de los Residuales).

Parametro Color Color Real Alcali-T DQOF NTKF N-NH4F P-PO4F
Aparente
Valor-p 0,4177* 3,183¢” 0,02337 1,005e-8 0,2165* 0,1092* 0,6776*

*: Se acepta el supuesto de Normalidad a un nivel de Significancia del 0,05.

Al no cumplir todos los pardmetros con la distribucion normal de los residuales, se
determiné utilizar el test de Friedman. Esta prueba de andlisis de varianza de dos
factores por rango, es la alternativa a los disefios de bloques completamente al azar
cuando no se cumplen los supuestos de normalidad. Este analisis de varianza de dos
factores por rangos de Friedman perteneciente a la familia no paramétrica se emplea con
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datos ordinales (orden de rango) en una situacion de hipotesis que implica un disefio
con dos 0 més muestras dependientes (hipotesis sobre la mediana) (Sheskin 2000).

6.1.2.3.6.2 Resultado del test de Friedman para las concentraciones

Como puede observarse en la Tabla 18 y 19, el Test de Friedman indica que se
presentaron diferencias para COD, SST, SSV, NTK, N-NH4, Color Real (C.R) Alcali-
Total, DQO filtrada, NTK filtrada y N-NH4 filtrada, en términos de las concentraciones
que ingresaron al reactor en el periodo de estudio. Una vez se determind en que
pardmetros existian diferencias, se utiliz6 la prueba Post Hoc, para determinar en qué
puntos del sistema radican las diferencias. Se encentraron que en general las diferencias
se presentan en los puntos de muestreo Entrada (E) y Salida (S) y la relacién Entrada
Intermedio (E-H2). Al revisar el signo de las diferencias de los rangos y su amplitud se
encuentra que respectivamente en la entrada es donde se presenta una mayor
concentracion, del contaminante. Este resultado permite establecer estadisticamente,
que en términos de concentracion de los contaminantes, la entrada es la que difiere de
las demaés, pues de no ser asi, indicaria que el contaminante (determinado en las
pardmetros medidos) cuando entra al sistema, sale sin sufrir algiin cambio aparente. Esta
situacion indica un factor positivo de diferencia, donde en la salida o efluente la
presencia del contaminante es menor comparada con la entrada o afluente.

Tabla 17.Resultados del Test de Friedman para las concentraciones de los pardmetros
bajo estudio, utilizando un 0=0,05.

Test de Friedman

Parametro COD DQO SST SSv SSV/SST NTK N-NH4 N-NO3  P-PO4
Valor-p 5,4024¢ 0,12203 0,00194 0,00272 0,1405 1,04(?186' 3,356998’ 0,0528 0,17377
5 1

Test Post Hoc

E vs H2 S S NS S S
EvsS s S S S S
H2 vs S NS NS NS NS NS

NS: No significativo
S: Significativo

Tabla 18. Resultados del Test de Friedman para las concentraciones de los parametros
bajo estudio utilizando un 0=0,05.

Test de Friedman

Parametro C.A C.R. Alcali-T DQOF NTKF N-NH4F P-PO4F

Valor-p 0,34415 0,01402 0,01133 1,1648e-07  5,4763e-06 0,001603 0,25112
Test Post Hoc

E vs H2 S NS S NS S

EvsS NS S S S S

H2vs S NS NS S S NS

NS: No significativo
S: Significativo

6.1.2.3.6.3 Resultado del test de Friedman para las eliminaciones

En el caso del analisis de eliminacion, las tablas 20 y 21 se puede observar que a través
del Test de Friedman se detectan diferencias significativas en materia organica (COD,
DQOFiltrada) y nitrogenos (NTK, NTKFiltrada, N-NH;, N-NO3) dado que el valor-p es
mucho menor que el nivel de significancia establecido (nivel de significancia del 0,05).
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A través del Test Post Hoc, se pudo establecer entre que pares de comparaciones de los
puntos de muestreo es que se presenta dichas diferencias, mostrando que la entrada (E)
y Salida (S) y la relacién Intermedio - Salida (H2-S), estan las principales diferencias.
Sin embargo, es el punto de muestreo (E) en donde se presenta una mayor diferencia
con respecto a los otros puntos en términos de eliminacién de contaminantes. Este
resultado estadistico corrobora lo descrito anteriormente, pues se ha establecido que el
sistema cumple con una eliminacion significativa de cada uno de los parametros
analizados, especialmente el de materia organica (COD y DQOfiltrada) y los Nutrientes
(NTK, NTKFiltada, N-NH4, N-NO3).

Tabla 19.Resultados del Test de Friedman para la eficiencia de eliminacion de los
pardmetros bajo estudio utilizando un a=0,05.

Test de Friedman

Parametro COoD DQO SST SSv SSV/SST NTK N-NH4 N-NO3  P-PO4
Valor-p 0,001558 0,15188 0,14008 0,2889 0,3104 0,00117 0,000762 0,04201 0,1673

Test Post Hoc

E vs H2 S NS NS NS
EvsS s s s NS
H2vs S NS s s s

NS: No significativo

S: Significativo

Tabla 20. Resultados del Test de Friedman para la eficiencia de remocién de los
pardmetros bajo estudio utilizando un a=0,05.

Test de Friedman

Parametro CA C.R. Alcali-T DQOF NTKF N-NH4F P-PO4F

Valor-p 0,4203 0,0568 0,3678 0,000229 0,00298 0,2853 0,2035
Test Post Hoc

E vs H2 S S

EvsS S S

H2vs S NS NS

NS: No significativo
S: Significativo
6.1.3 Plus de la investigacion

6.1.3.1 Flux de CO;
Como parte del balance de masa propuesto para calcular la tasa fotosintética (EC5), se

debia calcular el flux de CO,. Este fendmeno fisico se da en dos direcciones, desde la
laguna-atmosfera o atmosfera-laguna, siendo sumidero o emisor, respectivamente. En el
primer caso, el sistema captura CO, del ambiente, debido a que las algas en su actividad
fotosintetica consumen el CO, disuelto y por gradientes de concentraciones este entra a
la laguna (Anthony et al. 1995a). Es en este sentido el balance se considera como flujo
negativo, pues el gas entra al sistema, y si este es positivo el gas sale del sistema (Yang
et al. 2008).

La figura 28 muestra los flux calculados en el sistema, durante las horas diurnas (10-12
horas) se presenta un flux negativo de -0.7 y -9.4 g.m?d™ en promedio para cada una de
las horas diurnas. De estas mediciones el 61 % fueron Flux Negativos, lo que indica que
durante el dia el sistema algal de alta tasa se comporta como un sumidero de carbono
(Silva et al. 2012; Silva-vinasco & Valverde-solis 2011), similar a lo reportado en
lagunas que han sufrido un proceso de hipereutrofizacion, las cuales se comportan como
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sumideros en épocas de verano (Xing et al. 2005). Sin embargo, para las horas
nocturnas (18 y 20 horas), el promedio fue de 204.4 y 178.1 g.m™d™, respectivamente.
En este caso, el 100 % de las mediciones presentaron flux positivos, mostrando un
comportamiento totalmente opuesto a las horas diurnas ya que el sistema emite carbono.
Sin embargo, en términos de flux el sistema se comporta como un emisor de carbono al
presentar un balance general positivo de 145.6 g.m™?d™ de CO,. Cabe mencionar, que
este valor solo expresa la cantidad de gas que se produce los dias de medicion y como
se ha mencionado a lo largo del documento, este sistema es fuertemente influenciado
por la actividad fotosintética de las algas, las cuales a su vez son afectadas por multiples
variables fisicas, quimicas y bioldgicas. Llevando a equivocaciones en la interpretacion
del comportamiento real del sistema.

Asi mismo, en la figura 28 se observa datos mayores al promedio, convirtiéndose en
datos atipicos de los Flux de CO,, especialmente en las horas diurnas. Estos datos
obedecen a dos casos particulares. EIl primero se da, en el arranque del sistema, donde
las poblaciones algales tuvieron problemas y diferentes momentos de aclimatacion, pues
se debio esperar a que las unidades anteriores a la laguna alcanzaran sus condiciones de
estado estacionario. Desafortunadamente estos tiempos no son simétricos, ocasionando
que en algunos instantes el sistema algal se desestabilizara (Figura 24), y por ende se
redujera la eficiencia fotosintética. El otro caso, fue el experimento que se realizé al
final de la investigacion donde se inyecto CO, gaseoso al sistema, teniendo como
resultado un aumentando la productividad en términos de biomasa (Figura 10). Sin
embargo, gran parte del gas escapo a la atmosfera, ya que la solubilidad del CO, en el
agua no es alta (Rasineni et al. 2011).
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Figura 27. Comportamiento del Flux de CO, en el reactor.
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Las figuras 29 y 30, muestran los diferentes Flux para los dos tipos de fotoperiodos
evaluados (Diurno y Nocturno). Las mediciones tuvieron un ndmero de datos
diferencial, debido a las dificultades logisticas y de seguridad que representaba la
medicién durante altas hora de la noche. Por su parte, la figura 30, muestra como las
valores del Flux en horas diurnas se mantuvieron negativos o muy bajos la mayor parte
del tiempo de muestro. Se alcanzé valores negativos de -123.8 y -92.4 g.m2d™ a las 10
y 12 horas, respectivamente, a excepcién de los casos que se mencionaron
anteriormente.

Por otro lado, el hecho de que los flux mas negativos se dieran a las 10 horas, se pudo
dar por la intensa radiacion solar que acontece a las 12 horas (Figura 12), ya que un
aumento de la radiacion solar directa afecta a las microalgas presentes en el medio,
hasta el extremo de alcanzar el punto de compensacién de luz y en otros casos la Foto
inhibicion (Masojidek & Torzillo 2004) que puede afectar negativamente los receptores
de luz de las algas, produciendo una disminucion en la tasa de fotosintesis y su
productividad. Sin embargo, en los sistemas algales de alta tasa, la mezcla y el
crecimiento en densidad, influencian la distribucion de la radiacion de una manera
uniforme a todas las células, disminuyendo la ocurrencia de la Foto inhibicion en el
sistema (Richmond 2004; Park et al. 2011), lo que explicaria porque a pesar de que a las
12 horas, la radiacion pudiera producir una foto inhibicién, se dieron también flux
negativos.

Los flux en horas nocturnas (18 y 20 horas) se muestran en la figura 29. En este caso,
todos los valores fueron positivos, demostrando que este sistema tiene un
funcionamiento en términos de actividad fotosintética en horas diurnas. Observandose
este proceso hasta las 16 horas (Figura 18), momento en el cual las algas descienden al
fondo del reactor, y muy posiblemente reduzcan su tasa fotosintética. Sin embargo, al
momento que se realiz6 el experimento de inyeccién de CO; al sistema, el flux supero
ampliamente el valor promedio, registrando flux maximos de 429.1 y 465.6 g.m?d™
para las horas nocturnas respectivas (18 y 20 horas).

300 -
250 | =
200 - 2
150 +
100 -
50 ~

0

Flux de CO, (g.m2d?1)

-50
-100

-150 -

Dias

—*—10Horas --—12Horas

Figura 28.Flux de CO, para las horas diurnas (10 y 12 horas).
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Figura 29.Flux de CO, para las horas nocturnas (18 y 20 horas).

6.1.3.1.1 Test de Wilcoxon
En el andlisis estadistico de Wilcoxon, el criterio de decision para rechazar la hipétesis

nula se da cuando el valor-p es menor al nivel de significancia del 0,05. En este caso el
valor-p fue de 0.031, (<0.05), indicando que existen diferencias estadisticas entre los
flux diurnos y nocturnos. La estadistica muestra lo que en términos de procesos ocurre
en el bioreactor y que el sistema presenta dos comportamientos, los cuales son
dependientes de la luz solar, lo que a su vez afecta la actividad fotosintética de las algas
y por ende de la capacidad de fijacion de CO,. Esta actividad se ve influencia también
por la intensidad de la luz, el angulo de incidencia de la luz, la superficie del agua, la
densidad celular y composicion celular de las algas, la ubicacion geogréfica, el tiempo
del periodo diurno, y las condiciones climaticas (Ho et al. 2011). Afortunadamente las
condiciones del trdpico, son las ideales para esta clase de sistemas de productividad
algal, especialmente la zona de la investigacion, pues permanece la mayoria del afio,
con una alta radicion solar.

6.1.3.2 Experimento exploratorio

6.1.3.2.1 Adicion de CO, al sistema
Buscando determinar de manera exploratoria la capacidad de fijacién de CO; por parte

de las algas cuando una corriente gaseosa que contiene dicho gas es aplicada en la
unidad, se desarroll6 una prueba de inyeccion de CO; al reactor y se determino el
comportamiento de la unidad. Acorde con la literatura, autores como Anthony et al.
(1995), Watanabe & Hall (1995); Benemann & Oswald (1996);Tolbert (1997); Stepan
et al. (2002); Richmond (2004),Giordano et al. (2005); Craggs (2005), Skjanes et al.
(2007); José & Vicente (2010), Park & Craggs (2010), Zhao et al. (2011); Park &
Craggs (2011b); Park & Craggs (2011a); Putt et al. (2011); Choi et al. (2012); todos en
sus investigaciones destacan la condicién, que la inyeccidon de CO, a un sistema de algas
mejora su productividad y rendimiento. Teniendo en cuenta estas observaciones, se
plante6 hacer un ensayo por un dia completo (8 -20 horas), de aplicar CO; al sistema.
La figura 30 muestra la forma como se aplic el gas, a la laguna algal de alta tasa, con
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un caudal que vario entre 9.4 y 10 L.min™* de CO,. En este proceso, se pudo observar
cualitativamente que después de dos horas de haber iniciado el ensayo, el color de la
laguna cambiada de un tono oscuro aun verde definido (figura 31).

Figura 30. Inyeccion de CO2 al sistema algal de alta tasa. a Inyeccon de CO2, empleando un sistema de
Cilondro y manqueras. b Burjeo del gas. ¢ Cambio de coloracion un verde definido.

Figura 31. Cambio cualitativo del color y en la concentracion en biomasa en la matriz liquida durante el
ensayo con adiccién de CO,. E: entrada al sistema. H2: Punto medio en el reactor. S: Salida del sistema.

Como este experimento fue realizado por varios dias, durante todo un ciclo de 12 horas,
se determind la concentracion de Clorofila a, la cual se compard con los valores
obtenidos durante los ensayos sin aplicacion de CO,. La figura 32 muestra el cambio
significativo en términos de concentracion de Clorofila a cuando se adiciono CO; al
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sistema, incrementandose en un 51.1 % con respecto a los dias que no se inyecto dicho
gas.
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Figura 32.Comparacion de la concentracion promedio de Clorofila a, en la laguna algal con y sin
aplicacion de CO,,

6.1.3.3 Variacion de altura de la laguna y reduccion del color.
Un resultado que no se tenia contemplado fue el cambio de altura de la laguna.

Inicialmente se contempld una altura de 0.5 m (Rawat et al. 2011), pero las altas
concentraciones de color real y aparente con 4359 y 505 mg.L? de Pt-Co,
respectivamente (Tabla 14), afectaron negativamente el crecimiento de las poblaciones
algales que se habian establecido. Ya que este es un de los principales factores que
afecta las comunidades de algas presentes en cualquier cuerpo hidrico (Yong-hong &
Zheng-yu 2005). El color del agua esta determinado principalmente por altas
concentraciones de componentes humicos en forma carbono organico disuelto (COD).
Concentraciones alrededor de 20 mg.L™ dan como resultado lagos oscuros (Wissel &
Boeing 2003; Kortelainen 1993). El sistema algal presentd una concentracion de 162.2
mg.L™ de COD, siendo este valor muy por encima de los 20 mg.L™ produciendo un
color oscuro del agua del sistema (Figura 33).

Esta situacion obligo a disminuir la altura del reactor de 0.5 a 0.2 m, con el fin de que
las poblaciones algales que se encontraban estableciéndose pudieran tener una zona de
penetracion de luz, ya que el espectro de absorcion de la luz estaba siendo alterado o
afectado por el color del agua (Shengguang et al. 1991), reduciendo la cantidad de luz
captada por las poblaciones algales y por ende su crecimiento en biomasa, situacion que
es ratificada al inicio del trabajo experimental, cuando la laguna tenia los 0,50 m de
columna de agua y los valores de clorofila a, fueron muy bajas, alrededor de 0.8 mg.L™
(Figura 10).

Sin embargo, el sistema algal presentd eliminacion de color real y aparente, asi como de
COD, con 11.3, 5.6 y 9.7 %, respectivamente (Tabla 14). Aunque en términos
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numéricos fue baja, el hecho de que se presentara eliminacion de este parametro,
reafirma las bondades que tiene los sistemas algales de alta tasa, al realizar un proceso
donde sistemas fisico y quimicos han mostrado resultados muy alentadores (Renou et al.
2008), pero que dado su cardcter son muy costosos y de cierta manera poco apropiados
para paises con condiciones econdémicas dificiles.

Figura 33. Observacion cualitativa del color del agua del reactor algal a mitad de la experimentacion.

6.1.3.4 Determinacion cualitativa del flujo superficial de agua en el reactor.
Como parte integral de la investigacion, se pretendia poder establecer el flujo superficial

preferencial del reactor. Sin embargo, para esta investigacion se necesitaria un estudio
de trazadores, lo que representaba un mayor costo, tanto en tiempo (Horas/Hombre),
equipos y el trazador. Teniendo en cuenta esta limitacion, se plantea una estrategia para
determinar el flujo superficial del reactor, la cual consistio en utilizar pelotas de
pimpon. La figura 34, muestra el esquema de las pelotas de pimpén rellenas de agua.

Figura 34. Esquema general del disefio de la pelota que determino el flujo superficial del reactor.

La tabla 22 presenta el nimero de pelotas inicial (entrada en el reactor) y fianal (Salida
del reactor), las caracterisitcas observadas y el tiempo entre cada caracteristica. Es este
resultado permite establcer que el tiempo en reactor es mas de un dia (1400 min), pues
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solo 3 pelotas de las 10 iniciales llegaron al final de reactor y estas pudieron ser
arrastaras por algunos flujos preferenciales. Las demas pelotas se quedaron en diferente
partes del reactor, las paredes y algunos vortices que se identificaron. Este ensayo del
flujo supercial del agua, no se pudo evaluar mas de las 12 horas por cuestiones
logisticas y de seguridad en la zona.

Tabla 21. Numero de pelotas utilizas en la determinacion cualitativa del flujo.

Comportamiento

Caracteristica Inicial . ) . Friccion en
Final (Salida) Remolinos

evaluada (Entrada) paredes
Numero de 10 3 4 3
pelotas
Tiempo
(Minutos) 0 >540 >720 >720

La figura 35 muestra cada una de las situaciones observadas del movimiento superficial
que las pelotas tuvieron en la determinacion del flujo en el reactor. Asi mismo, la figura
36 se esquematiza los posibles flujos y direcciones superficiales del agua que el reactor
presenta, como resultado de la evaluacion con las pelotas de pimpén. Se pudo
determinar la formacion de 4 vértices (dos en el inicio y el final y dos en las parte curva
del reactor) y flujos presenciales hacia las paredes del reactor.

Figura 35. Proceso de determinacion del flujo del reactor.

Esta hidrodinamica, influencia el modo de organizacion y la distribucion de las
comunidades algales en el sistema. Por tal motivo, las especies de algas que no
presentan flagelo como Coelosphaerium sp, Oscillatoria sp, Scenedesmus acuminatus,
Desmodesmus quadricauda, Coleastrum sp., Chlorella vulgaris y Chlorella sp., son
dependientes de las corrientes. Sin embargo, el hecho de que hay flujo preferenciales
hacias las paredes del reactor influencia la formacion de biofilm (Algas + bacterias),
para asi facilitar la captura de nutrientes del medio acuoso. Por otro lado, especies que
presentan flagelo como Chlamydomonas gyrus, Chilomonas insignis, Chroomonas
coeruelea pueden moverse por todo el sistema, buscando preferentemente zonas para
permanecer. Aunque esta clase de organismos, pueden ser organismos heterotroficas y
no depender de la luz para producir energia, cuando las condiciones lo exijan.
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Figura 36.Esquema general del flujo superficial de la laguna algal de alta tasa.

6.2 Resultados del objetivo 2

6.2.1 Identificacion taxonomica de especies de algas.
Se identificaron 16 organismos algales diferentes (Indice de riqueza), de estos 10

pertenecen a la Clase Chlorophyceae, dos a la Chlamydophyceae, dos a la
Cryptophyceae. De esta Ultima no se tenia reporte de la presencia e identificacion de
estos organismos en este tipo de sistemas algales de alta tasa. Asi mismo, se
encontraron dos géneros de la Clase Cyanophyceae, que no pertenecen a la clasificacion
sensu stricto de alga (Guiry 2012). Sin embargo, realizan el proceso fotosintético como
un alga eucariota. La Tabla 23 muestra las especies que se identificaron con taxonomia
clasica que se lograron establecer en el sistema después del periodo de estabilizacion.

Algunos de estos son reportados en la literatura como organismos comunes en sistemas
de tratamiento de aguas residuales. Sin embargo, las especies Chilomonas insignis y
Chroomonas coeruelea no se encontrd reporte cientifico de la identificacion de estas
especies en lagunas algales tratando aguas residuales, a pesar que estos organismos se
caracterizan por ser de una amplia distribucion y que su habitat comdn son aguas con
alta carga organica y de nutrientes (Castro & C. de M. Bicudo 2007; Bicudo & Menezes
2006).

Asi mismo, se identificd la especie Desmodesmus quadricauda, la cual fue reportada
por Arauzo et al. (2000). Sin embargo, en el reporte de estos autores, aparece con su
anterior nombre Scenedesmus quadricauda. ElI cambio taxondémico del género
Desmodesmus (An, Friedl & Hegewald 1999) tuvo sus origenes en el género
Scenedesmus (Meyen 1829), cuando se retir0 todas las especies de este ultimo que
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presentaban espinas en los extremos de la célula o en el medio del cenobio (Bicudo &
Menezes 2006), siendo esto caracteristica de las especies del genero Desmodesmus
(Nuevo orden). Esta situacion de identificacion errada de especies algales, plantea la
condicion del poco conocimiento y los vacios existentes alrededor de la taxonomia de
los organismos algales que tiene su nicho, en esta clase de sistemas, que son empleados
para el tratamiento de las aguas residuales. Este problema de clasificacion no solamente
se da en esta clase de investigaciones, pues trabajos en biocombustibles, como los de
Um & Kim (2009) y Mata et al. (2010), clasifican a Desmodesmus quadricauda como
Scenedesmus, evidenciando el mismo error taxonomico.

Tabla 22.0rganismos microalgales identificados en el sistema algal de alta tasa,
después del periodo de estabilizacion.

Especies Reportadas en sistemas de

Clase Especie Tratamiento de aguas

Cyanophyceae Coelosphaeriumsp.

: . (Arauzo et al. 2000; Tsai et al.
Oscillatoriasp.

2012)
Chlorophyceae Scenedesmus acuminatus (Arauzo et al. 2000)
Desmodesmus quadricauda* (Arauzo et al. 2000)
Coleastrum sp. NR
Chlorococcum sp. NR
Scenedesmus sp. (Park et al. 2011; Doria et al. 2011)
Scenedesmus sp.2 (Aguirre et al. 2011)
Chlorolobium spinosus NR
Prototheca NR
Chlorellavulgaris (Aguirre et al. 2011)
Chlorella sp. (Mata et al. 2010; Park et al. 2011)
Chlamydophyceae Chlamydomonas sp. (Arauzo et al. 2000)
Chlamydomonas gyrus NR
Cryptophyceae Chilomonas insignis NR
Chroomonas coeruelea NR

*Antes considerado Scenedesmus quadricauda- NR: No reportada.

Sin embargo, el establecimiento de los organismos algales tuvo su propia dinamica la
cual obedecio a las condiciones de la matriz agua, es decir a la presencia 0 no de ciertos
contaminantes y de su concentracion, pues a medida que transcurrian el tiempo de la
investigacion, se pudo observar como cambio el nUmero de especies presentes (Figura
37), el cual dependié estrechamente del ambiente acuatico del reactor que en ciertos
casos fue extremo. Esta clase de ambientes suelen apoyar las comunidades de
microalgas que viven en condiciones y ambientes extremos (Costas et al. 2013). Sin
embargo, se sabe que las microalgas son capaces de adaptarse rapidamente a una amplia
variedad de sustancias, incluyendo productos quimicos y contaminantes xenobioticos.
Estos organismos pueden crecer en presencia de compuestos toxicos como resultado de
la adaptacion fisiologica (es decir, la aclimatacion) que se apoya en modificaciones de
la expresion genica (Bradshaw & Hardrdwick 1989). Por ejemplo, se han reportado
microalgas que prosperan con dosis altas de metales pesados en ambientes
extremadamente hostiles como lo son efluentes de minas (Costas et al. 2007). En este
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caso, la rapida ambientacion de las poblaciones algales demuestra su plasticidad y
rapidez en modular las diferentes expresiones genéticas que regulan los procesos de
aclimatacion de estos organismos.
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Figura 37. Proceso de establecimiento de la comunidad algal del sistema.

La figura 38, muestra como aparecieron las distintas clases de algas a medida que pasa
las fases de ambientacidn al nuevo sustrato. En un principio, cuando el sustrato prevenia
del tratamiento de la osmosis inversa de la empresa BugaAseo, los primeros grupos de
algas en aparecer fueron Cyanophyceae, Chlorophyceae, Chlamydophyceae vy
Cryptophyceae. En la segunda fase aparecieron mas individuos del grupo
Chlorophyceae (4) y algunos del grupo Chlamydophyceae (2). Una vez el sistema
empieza a recibir el afluente del humedal de flujo subsuperficial, las comunidad de
algas se reduce drasticamente permaneciendo individuos de la clase Cyanophyceae y
Cryptophyceae, quienes presentan una amplia distribucion en ambientes extremos.
Posteriormente, aparecen de nuevo las Cyanophyceae y por primera vez tres grupos
nuevos Euglenophyceae, Zygnemaphyceae y Bacillariophyta.

Especies como Euglena hemichromata Skuja 1948, Euglena agilis var agilis Carter
1856, Phacus polytrophos Pochm 1942, Lepocinclis salina Fristsh 1914 son
ampliamente reportadas en ambientes contaminados con alta carga organica (Bicudo &
Menezes 2006). Ya en la Gltima fase cambio de nuevo su estructura, apareciendo otros
grupos como Cyanophyceae, Chlorophyceae, Chlamydophyceae y Cryptophyceae con
mas representantes de estos grupos los Chlorophyceae con 10 organismos diferentes,
entre los cuales se desatacan Scenedesmus acuminatus, Desmodesmus quadricauda.
Chlorella vulgaris entre otros (Tabla 23). Sin embargo, esta condicion de no haberse
identificado otras especies u organismos de otras clases de microalgas, no significa que
no estén en el sistema, ya que la presencia de estos en términos de densidad esta
modulada por la existencia 0 no de ciertos contaminantes en la matriz liquida, que
pueden afectar o no la poblacion de ciertas especies de microalgas, lo que puede
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ratificar el supuesto que cada grupo de organismos presente en el bioreactor dispone de
una plasticidad diferente frente a una perturbacion en el medio donde crecen (Sultan
2000 y 2007).
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Figura 38.Riqueza de los diferentes grupos algales de en el sistema.
6.2.2 Resultados adiciones del objetivo 2

6.2.2.1 Identificacion molecular
Adicionalmente al trabajo taxondmico que se realiz6 en la Universidad del Valle-

campus Meléndez y en el Instituto de Botanica de Sao Paulo, Brasil. Se pudo hacer una
identificacion molecular en la Universidad de Newcastle Upon en Inglaterra. Se empled
la técnica de DGGE y secuenciacion para la identificacion de microorganismos
eucaridticos y cianobacterias. Se logré la identificacion de 4 organismos diferentes
(Tabla 24), entre los cuales el género Scenedesmus, se identifico con las dos
herramientas taxondmicas (clasica y molecular). La diferencia sustancial entre las
especies encontradas mediante identificacion taxondémica y molecular estad dada por el
momento de toma de muestra. Pues para la identificacion molecular se utiliz6 muestra
recolectada en el arranque del sistema, en la Fase 1-Bach, en donde la comunidad
microalgal apenas se estaba estableciendo. Sin embargo, las pocas especies de algas
identificadas por métodos moleculares demuestran que esta clase de metodologias
requieren ser manejadas con cuidado, pues se puede llegar a cometer errores, es decir
determinar especies erradas.
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Tabla 23. Identificacion molecular de especies del sistema algal de alta tasa.

Especie Presencia en la unidad piloto

Unculturedfungus 1
Cyclidium glaucoma
Schroederiellaapiculata
Scenedesmusobliquus, S.pectinatus, S.deserticola,
S.littoralis, S.rubescens

1
1
1
Total 4

6.2.2.2Técnica de FISH (Hibridacion in situ fluorescente) para identificacion de
bacterias generales y las asociadas al ciclo del nitrogeno.
La tabla 25 muestra que las sondas hibridaron en la muestra de la laguna. Es decir que

hay presencia de cada una de los grupos de bacterias en el sistema. De estas la sonda
NSO1225, mostro que el sistema tiene una alta abundancia de bacterias oxidadoras de
amonio (Figura 39). Por su parte la sonda NTSPA662-(Nitrospira), que indica la
presencia de bacterias Oxidadoras de Nitritos, no hibrido abundantemente, pues no se
encontraron abundancia de bacterias de este grupo metabolico (Figura 40-b), debido
posiblemente a que este grupo de bacterias utilizan el NO, como ultimo aceptor de
electrones, oxidandolo hasta NO3;. Ademas, el nitrito es un compuesto muy inestable
que en condiciones adecuadas es rapidamente oxidado a nitrato, y una méas cuando en el
medio se da una alta concentracion de O, (> 20 mg.L™) (Tabla 11), pues el proceso se
lleva a cabo rapidamente disminuyendo la concentracion de nitritos, lo que regula
negativamente la abundancia en el reactor de esta clase de bacterias.

Tabla 24.Confirmacion de las sondas utilizadas para grupos bacterianos.

Criterio Sonda de FISH Presencia

Determinacion general

de ADN Bacteriano EUB383-Bacterias Generales Positivo

NTSPA662-Nitrospira-

Funcional Oxidadora de Nitritos Positivo
Funcion y Clasificacion NSO1225-Oxidadoras de e
L. ; . Positivo
Taxonomica Amonio-BProteobacterias
Clasificacion : e
Taxonémica Gam 42a-yProteobacterias Positivo
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Figura 39. Hibridacion con la sonda NSO1212 (Oxidadoras de Amonio). a. Filtro DAPI (Fluorescencia
de ADN, en general). b. Filtro CY3 (Bacterias oxidadoras de Amonio). c.Filtro FAM (Fluorescencia
natural de las algas). d. Interaccién alga-bacterias (Todos los filtros).

Por su parte la sonda EUB383 que indica la presencia de bacterias generales, es decir,
todos los organismos que tengan ADN bacteriano presentaron una hibridacion alta
(Figura 41). Esta sonda, permitio establecer que muchas de las bacterias del sistema
estdn estrechamente relacionadas entre si y al mismo tiempo con las diferentes
poblaciones de algas del sistema. En la figura 42, se observa claramente como las
bacterias del sistema se asocian con una especie de alga Chilomonas insignis. Situacion
que no se habia reportado, y siendo escasa para esta clase de algas poco estudiadas en
estos sistemas construidos para el tratamiento de aguas residuales. Por su parte en la
figura 42, se muestra como la sonda Gam 42a que identifica bacterias de la clase
yProteobacterias no presentd una hibridacién, posiblemente a que esta clase pertenece
gran cantidad de patégenos importantes por ende su establecimiento estara limitado, por
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el propio disefio del reactor, al presentar una eliminacion de esta clase de patogenos por
accion de luz solar, altas concentraciones de oxigeno y los cambios significativos del
pH ademas de los inhibidores presentes en el lixiviado.

Figura 40.Hibridacién con la sonda NTSPA662-Nitrospira-Oxidadora de Nitritos. a. Filtro DAPI
(Fluorescencia de ADN, en general). b. Filtro CY3 (Nitrospora). c.Interaccion alga-bacterias (Todos los
filtros).
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DAPI100

Figura 41. Hibridacion con la sonda EUB383-Bacterias Generales. a. Interaccion alga-bacterias (Todos
los filtros).b. Filtro DAPI (Fluorescencia de ADN, en general). c.Filtro CY3 (Bacterias generales). d.
Filtro FAM (Fluorescencia natural de las algas y bacterias).

DAPI100 CY3 100

Figura 42. Hibridacion con la sonda Gam 42 (yProteobacterias). a.Filtro DAPI (Fluorescencia de
ADN)b. Filtro CY3 (Bacterias de la Clase yProteobacterias). ¢. Filtro FAM (Fluorescencia).d. Interaccion
alga-bacterias (Todos los filtros).
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6.2.2.3 Relacion exploratoria algal/bacteria
La relacion entre las algas y las bacterias se ha considerado como una interaccion

comensalista debido a que el crecimiento bacteriano depende de la cantidad de carbono
producido en la fotosintesis (Gurung et al. 1999). Entre estas relaciones comensalistas,
las especies de algas Desmodesmus quadricauda, Chilomonas insignis vy
Chlamydomonas sp. mostraron (de forma cualitativa mediante la imagen fotografica)
una relacion con bacterias generales y bacterias oxidadoras de Amonio. En esta
asociacion alga/bacteria de tipo comensalista para el caso del amonio, permite que la
bacteria utilice el amonio como aceptor de electrones oxidandolo a Nitrato, el cual
puede ser tomado Yy utilizado por el alga como fuente de Nitrégeno para su crecimiento
celular y de biomasa (Abdel-Raouf et al. 2012), y asi evitar gastar energia al introducir a
la célula la cantidad que no sea toxica, pues altas concentraciones de Amonio pueden
inhibir tanto el crecimiento bacteriano (Ho & Ho 2012) como el del alga.

En la figura 43, se puede observar como las células bacterianas se agrupan en la parte
superficial de la célula algal, muy cerca de lo que posiblemente serian los Cloroplastos
del alga. Este comportamiento o relacion comensalista ha sido ampliamente
conceptualizado, pues los exudados de algas son la principal fuente de carbono para las
bacterias, mientras que las algas también pueden beneficiarse de las bacterias, al
producir los nutrientes disponibles a través de la materia organica en descomposicion
(Liu et al. 2012a).

Otra interaccidn que se logr6 identificar entre algas de la especie Chilomonas insignis y
varios consorcios de bacterias es mostrada en la figura 44, pues las sondas de
hibridacién para este caso eran de bacterias generales, permitiendo asi establecer que
muchos de los microorganismos procariotas mantienen una relacion estrecha con las
algas del sistema. Liu et al. (2012) establecieron que la limitacion de nutrientes para las
algas y bacterias puede ser regulada por la produccién extracelular de enzimas. Sin
embargo, en este caso podria funcionar de manera contrario, la alta concentracion de
nutrientes y compuestos de baja biodegrabilidad. Es decir, que no se involucran en
alguna ruta metabolica y promueven la relacion mutualista para aclimatarse y
sobrevivir.

En dichas condiciones ambientales, se muestra la plasticidad que tienen los organismos
eucariotas y procariotas para aclimatarse en ambientes hostiles, pues la aclimatacion
fisioldgica es suficiente para lograr la adaptacion en condiciones estresantes (Costas et
al. 2008; Carrera-Martinez et al. 2011). Sin embargo, esta clase de condiciones
selecciona los organismos capaces de establecerse, pues solo dos especies de algas
muestran esta condicion en esta sistema, Desmodesmus quadricauda y Chilomonas
insignis.
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Figura 43. Interaccion de bacterias oxidadoras del Amonio con una célula algal (Desmodesmus
quadricauda). a. Interaccion bacteriana-célula algal. b. Agrupacion de células bacterianas en las
proximidades de un posible cloroplasto en el cenobio algal. *Imagines derivadas del FISH

Figura 44. Interaccion de bacterias con una célula algal (Chilomonas insignis). a. Interaccién bacteriana-
célula algal. b. Agrupacion de células bacterianas distribuidas por toda la superficie del alga. *Imagines
derivadas del FISH

6.2.2.4 Posible produccion de biocombustibles

La tabla 26, presenta algunas de las especies de microalgas encontradas en el sistema
algal, las cuales podrian tener una potencial aplicacion en la produccion de
biocombustibles, debido a su contenido y produccién de lipidos que reportan. De estas
especies, Scenedesmus sp y Chlamydomonas sp. tuvieron una alta concentracion en
biomasa. Sin embargo la especie Chilomonas insignis, presenté una dominancia con
respecto las mencionadas. Aunque esta especie esta emparentada con Chlamydomonas
Sp. y no se conoce su potencial uso para la produccion de biocombustibles, lo que
configura un escenario prometedor en la utilizacion de estos sistemas para la produccién
de biocombustibles, reutilizando las aguas residuales. La alta produccion de biomasa
obtenida en este estudio, presume que la produccion de lipidos en las células algales
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podria ser significativa, pues muchas de especies encontradas reportan contenido de
lipidos. Por ejemplo, especies del genero Chlamydomonas sp. han reportado un 21 % de
lipidos, especies de género Scenedesmus sp., varian entre 12 y 40 % (Pittman et al.
2011b), sin embargo, estos contenidos dependerén de las condiciones del sistema (Costa

& De Morais 2011).

Tabla 25. Posibilidad de produccion de lipidos, empleando especies reportadas en la

investigacion.

Contenido
de((;)p:jclos Produccion de
Especie peso en lipidos mg.L Lipidos Proteina  Carbohidratos Referencia
1 qia-l
biomasa dia
seca)
S:Cel:‘;‘fﬁzrt“u‘f 9.0-18.8 34.8 : i i (Mata et al. 2010)
Desmodesmus (Mata et al. 2010; Um &
quadricauda* 19-18.4 3.1 19 47 i Y .-S. Kim 2009)
) i i i i (Brennan & Owende
Scenedesmus sp. 19.6-21.1 40.8-53.9 16-40 8-18 24-52 2010; Mata et al. 2010)
. i i i i (Mata et al. 2010; Um &
Chlorella vulgaris 5.0-58.0 1214 14-22 51-58 12-17 Y -S. Kim 2009)
1y i i i (Mata et al. 2010; |
Chlorococcum sp. 19.3 10.0 (g.L™) -53.7 Rawat et al. 2011)
Chlamydomonas sp. 21 2.5 (ml.h?) 21 48 17 (A. Singh et al. 2011,

Um & Y.-S. Kim 2009)

*Antes considerado Scenedesmus quadricauda

6.3 Resultados del objetivo 3

6.3.1 Eliminacion de Cr®*
Las concentracion promedio de este metal en el afluente al sistema, fue de 0.125

mg.L™, valor ligeramente superior al limite para agua de consumo humano que es de
0,1 mg.L™* establecido por la EPA, USA, (Agency for Toxic Substances and Disease
Registry, ASTDR 2011). Sin embargo, el sistema presentd una eliminacion promedio
en la mayoria de las mediciones por encima del 80 % (Figura 45). Con respecto a la
legislacion Colombiana, las concentraciones de Cromo VI (Cr®*) en el afluente fue
en promedio el doble de la establecida para la descarga de efluente tratado en cuerpos
de agua que son utilizados aguas abajo del vertimiento como fuente para consumo
humano (0,05 mg L™). La concentracién promedio de Cr VI (Cr®*) en el efluente fue
de 0.021 mg.L™, valor menor al limite definido en la norma colombiana, cumpliendo
con la estipulado por el decreto 1594-84 para uso agricola y humano
(PRESIDENCIA DE LA REPUBLICA DE COLOMBIA 1984).
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Figura 45.Concentraciones de entra y salida del sistema durante el tiempo de monitoreo de Cr®*

La figura 46, presenta las eficiencias de eliminacién de este metal a lo largo de la
experimentacion. Se puede apreciar una buena eficiencia de eliminacion, pero con un
dato atipico del mes de marzo, cuyo valor fue del 15.6 %, situacién posiblemente
generado por error experimental en la toma de muestra 0 en la determinacion del
mismo, pues fue el Unico valor registrado en esa magnitud. Para los meses de Junio y
Julio, las concentracion en el afluente y efluente estuvieron por debajo del limite de
deteccidn del equipo de medicion, por ende no se conoce las concentraciones reales,
pero si se puede afirmar que estan por debajo de la norma Colombiana mencionada
anteriormente.

Por otro lado, el sistema algal presentd un buen comportamiento frente a la eliminacion
0 retencidn de este metal. Es importante mencionar, que estudios sobre el desempefio de
sistemas algales de alta tasa tratando lixiviados de rellenos sanitarios y especificamente
en lo asociado a la eliminacion de a metales pesados, son escasos. Sin embargo, Si
existen estudios sobre la eliminacion de metales pesados utilizando sistemas similares,
donde poblaciones algales realizan o intervienen en los procesos de tratamiento. Ustiin
(2009) reporta la eliminacion de metales pesados de sistemas de lagunas de
estabilizacion y de lodos activados en la ciudad de Bursa (Turkey). En el primer sistema
la eficiencia de eliminacién fue cercana al 58% para el Cr, mientras que para el Cd, Mn
y Pb fue inferior al 20%. En el segundo sistema (el de algas) se reportaron altas
eficiencias, las cuales van de un 47% para él Ni y de 95% para el Cr. Muy similares a
las encontradas en esta investigacion, con relacion al Cromo. Estos autores mencionan
también que las lagunas de estabilizacion pueden mejoran el efluente con respecto a los
metales pesados como Cr, Cu, Ni y Pb.
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Figura 46. Porcentaje de eliminacién de Cr®*

Sekomo et al. (2012) realizaron una aproximacion un poco mas realista del
tratamiento real de efluentes de aguas contaminadas con metales pesados, estos
autores construyeron lineas de tratamiento mediante lagunas Duckweed (Lenteja de
agua) lagunas algales como pos-tratamiento de aguas residuales de la industria textil,
evaluando la capacidad de eliminaciéon de Cd, Cr, Cu, Pb y Zn tomando en
consideracion condiciones diferentes de pH, potencial redox (ORP) y Oxigeno
Disuelto (OD), podrian variar la eficiencia de eliminacion. Este estudio mostrd que
lagunas de lenteja de agua y de algas son adecuadas como pulimento para eliminar
metales pesados, especialmente Cr y Zn en bajas concentraciones.

Estos microorganismos fotosintéticos pueden acumular metales pesados mediante
diferentes mecanismos entre los cuales se tienen: adsorcion fisica, intercambio de
iones y quimiosorcion, por enlaces covalentes, precipitacion, reacciones redox o
cristalizacion en la superficie celular (Chojnacka et al. 2005). La absorcién activa
gue a menudo implica el transporte de los metales en el interior de la célula es a
menudo una herramienta de defensa para evitar la intoxicacién o que sirve para
acumular elementos traza esenciales. Las microalgas pueden liberar metabolitos
extracelulares, que son capaces de quelar metales iones (Mufioz & B Guieysse 2006).
Por ultimo, el aumento en el pH asociado con microalgas el crecimiento puede
mejorar la precipitacion de metales pesados, mecanismo que posiblemente fue el
predominante en el sistema, sin desconocer que probablemente algunos de los otros
mecanismos se puedo haber presentado.
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6.3.2 Resultados estadisticos en la eliminacién del Cr®*
En la tabla 27, se puede muestra como la concentracion de salida del Cromo, presento

disminuciones significativas con respecto a lo que entraba al sistema (afluente-efluente)
pues el valor-p es menor que el nivel de significancia establecido.

Tabla 26.Resultados del Test de Rangos con Signo de Wilcoxon para las
concentraciones de Cr°*, utilizando un a=0,05.

Parametro cr®*

Valor-p 0,01802*

*: Evidencia suficiente para aceptar Ha, a un nivel de Significancia del 0,05.

Este resultado, demuestran estadisticamente que el sistema algal de alta tasa (LAAT),
presentd una eficiencia en la eliminacion del Cromo, pues su concentracion decrecid
significativamente con respecto a la entrada. Como se explicO anteriormente, este
proceso, puede haber dado por las diferentes poblaciones de algas que se establecieron,
ya que estas pueden retener, quelar y hasta incorporar el metal en sus células.

7. CONCLUSIONES

A pesar de la complejidad y heterogeneidad de los lixiviados de relleno sanitario, el
sistema de laguna algal de alta tasa tratd este residuo alcanzando un desempefio
satisfactorio al eliminar materia organica, nutrientes y un metal pesado (Cromo VI).

El sistema algal de alta tasa, presentd un comportamiento de un reactor completamente
aerobio con concentraciones de Oxigeno disueltos superiores a 8 mg L™ en las horas
diurnas, alcanzando un méximo de 24.7 mg.L™, lo que pudo favorecer la oxidacién de
materia organica y otros compuestos.

El sistema algal de alta tasa, en horas diurnas se comporté como sumidero de Carbono,
el cual depende de la cantidad de Luz disponible (radiacion solar) y de la concentracién
de algas en la superficie. En este caso se encontraron valores de fijacion de CO; del
orden de 26.1 gde C d™.

La biofijacion de CO2 en el sistema LAAT mostrd ser una excelente alternativa para el
manejo de este gas generado en otras unidades de tratamiento anaerobias, permitiendo
cerrar ciclos energéticos y disminuir la huella de carbono de la planta o al menos
hacerla neutra.

La actividad algal se da principalmente entre las 10-16 horas, disminuyendo cuando la
luz solar se atenta, lo que implica un tiempo de actividad fotosintética neto de 5 a 6
horas al dia.

Altas concentraciones de carbono organico disuelto, aumenta el color real y el aparente,
reduciendo la zona de captura de luz, lo que hace necesario la construccién de lagunas
algales de alta tasa con una profundidad de la columna de agua con valores entre 0.2 a
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0,3 m cuando las concentraciones de COD y Color real superen los 20 mg.L™ y 200 Pt-
Co, respectivamente.

El sistema LAAT presentd un desempefio adecuado en eliminacion de contaminantes
expresado en DQOfiltrada y DBODb5filtrada, del orden del 3153 y 71 %,
respectivamente. Asi mismos porcentajes de eliminacion de nutrientes en términos de
NTKfiltrado, N-NH4filtrado y N-NO3 del 38.45, 36.74 y 25 %, respectivamente.

La productividad de algas alcanzada en el sistema piloto fue de 7.2 g.m?.dia™ y 37.2
g.m>.dia®, permite establecer la posibilidad de un aprovechamiento de esta biomasa
algal para la obtencién de metabolitos segundarios y la generacion de biocombustibles o
el uso de esta como alimento a otros animales como ganado vacuno o peces.

La productividad de algas alcanzada en el sistema piloto cuando se adiciono CO; fue de
8.2 g.m?dia® y 42.1 g.m>dia”, demuestra que un suministro contralado de este gas,
permitiria el aumento en la biomasa cosechada, lo que podria ser aprovechado para
diferentes usos comerciales.

La calidad del afluente con el que se alimentaba el sistema algal present6 una relacién
DBOs/DQO de 0.15 indicando una baja biodegradabilidad del sustrato. Sin embargo, la
productividad en biomasa alcanzada, la eliminacion de materiales organicos y nutrientes
demuestra la que esta clase sistemas trata residuos con altas concentraciones de
compuestos xenobioticos y recalcitrantes. Se podria pensar que si se cambiara el
sustrato, por uno menos complejo (Aguas residuales domesticas) se podria alcanzar una
mayor eficiencia de eliminacién y productividad algal mayor.

Se encontraron 14 especies de algas y 2 de cianofitas en la LAAT, de las cuales
Chlorolobium sp. y Chilomonas insignis no han sido reportadas con anterioridad, por
ende no se tiene informacion sobre su funcion y papel en esta clase de sistemas.

Los métodos moleculares propuestos hasta el momento para la identificacion de
especies algales como FISH y DGGE, requieren ser complementados con métodos
tradiciones de taxonomia clasica (claves taxondmicas) para reportar con mas
confiabilidad las especies encontradas, especialmente en sistemas de tratamiento de
aguas residuales.

La rapida ambientacién que tuvieron las algas encontradas, demuestra la plasticidad que
tienen estos organismos frente a los cambios que se presentan en la matriz agua, ya se
lograron establecer una metacomunidad de algas y bacterias, estableciendo relaciones
metabdlicas.

Se pudo establecer cualitativamente la relacion simbiotica que existe entre especies de
algas (Chilomonas insignis y Desmodesmus quadricauda) con grupos de bacterias
asociadas al ciclo del nitr6geno (Reductoras de amonio).

Existe una posible aplicacion en la produccion de biocombustibles, pues la mayoria de
las especies encontradas, presentan reportes adecuados en el contenido de lipidos, lo que
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le permitiria tanto el tratamiento de las aguas residuales y la produccién comercial de
algas.

La eliminacion de Cr VI estuvo en la mayoria de las mediciones por encima del 88 %,
mostrando una alta capacidad de eliminacion que tienen las algas en este sistema piloto,
sobre todo operando bajo las condiciones locales.

El porcentaje de eliminacién de materia organica en carga aplicada (kg.dia™) estuvo por
encima del 20 % siendo alto, pues este sistema se disefi0 principalmente para
eliminacién de nutrientes. Mostrando la flexibilidad de las comunidades de organismos
establecidas.

El porcentaje de eliminacion de carga aplicada en Nutrientes (En forma de las diferentes
especies de Nitrogeno determinados) estuvo por encima del 30 %, siendo este valor alto,
teniendo en cuenta que se trataba de un residuo muy complejo (Multiples
contaminantes) y de baja biodegradabilidad.

8. RECOMENDACIONES

Hacer mediciones de pardmetros de laboratorio y flux intensivos (como minimo en una
semana), durante las 24 horas, para determinar el cambio en el comportamiento de las
comunidades de microorganismos establecidas.

Hacer un trabajo mas exhaustivo de identificacion de bacterias, hongos y protozoarios,
mediante técnicas clasicas y moleculares, para intentar dilucidar la ecologia que se
establece.

Disefiar y adecuar un sistema de inyeccion de CO,, que permita regular el caudal y el
tiempo de inyeccion, dependiendo de los cambios de pH y la hora del dia, trabajando
preferiblemente con sistemas automatizados, que almacene datos para su validacion y
analisis.

Realizar un trabajo de microscopia, utilizando técnicas avanzadas de microscopio
electronico de barrido para determinar la afectacion de los distintos metales pesados en
las estructuras celulares de las microalgas.

Se le recomienda a la empresa BugaAseo, que implemente un sistema combinado de
tratamiento de lixiviados, el cual podria ser un sistema bioldgico y el sistema de
osmosis inversa que actualmente posee. Pudiendo reducir costos en la operacion y
mantenimiento de su sistema.
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2. Comparison of Molecular and Taxanomic Identification of Photosynthetic organisms
in Waste Stabilization Pond Systems. Eland, LE; Ceron, V, Mota, C, Madera, C,
Davenport, R & Pefia, M. A, listo para someter a water research.

3. Characterisation of photosynthetic communities by microscopy in different treatment
ponds in South America. Cerdn, V; Eland, LE, Madera, C, Davenport, RJ, Mota, CR &
Pefia, M. Sometido a Water Science and technology.

10.2 Articulos en preparacion.

4. Biofijacion de CO, de una laguna algal de alta tasa en condiciones tropicales. Cerdn,
V, Madera-Parra, C & Pefia, M.R. En preparacion.

5. Implementacion y evaluacion del desempefio de una laguna de algal de alta tasa para
el tratamiento de lixiviados de rellenos sanitarios. Cerdn, V, Madera-Parra, C & Pefia,
M.R. En preparacion

6. Eliminacién de nutrientes en lagunas algales de alta tasa implementada en el
tratamiento de lixiviados. Ceron, V, Madera-Parra, C & Pefia, M.R. En preparacion

10.3 Presentacion de ponencias en eventos de alta impacto.

2013 Cer6n, V; Madera-Parra, C & Pefia, M. Diversidad microbioldgica y sus
relaciones en sistemas de Lagunas algales de Alta Tasa Tratando lixiviados de relleno
sanitarios. En: 6 Simposio de Investigaciones. 15 Afios Programa Doctorado en
Ingenieria 25 al 27 noviembre de 2013. Ponencia Oral

2013 Cerdn, V; Madera-Parra, C & Pefia, M. Capacidad de Biofijacién de CO, de una
Laguna Algal de Alta Tasa-LATAL. En: 6 Simposio de Investigaciones. 15 Afos
Programa Doctorado en Ingenieria 25 al 27 noviembre de 2013. Ponencia Oral

2013 Ceron, V; Madera-Parra, C & Pena, M. “Mejoramiento de la calidad del
lixiviado con fines de reuso en riego mediante sistema de laguna algal de alta tasa”.
En: Agua 2013. El riesgo en la gestidn del agua. Cali, Colombia. Ponencia Oral.

2013 Cerdn, V; Madera, C & Pefia, M. “Biofijacion de CO, en una laguna algal de
alta tasa en condiciones tropicales” En: 10th IWA
SpecialistGroupConferenceonPondsTechnology: Advances and Innovations in
WastewaterPondTechnology& 3rd Latin American PondsConference 19 to 23
August 2013. Cartagena, Colombia. Ponencia Oral
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10.4 Pasantias internacionales.

2013 Pasantia Internacional. Instituto de Botanica De Sao Paulo. Brasil.
Adiestramiento en taxonomia e identificacion de microalgas asociadas a sistemas de
tratamiento de aguas residuales.

2012 Pasantia Internacional.Newcastle University, Reino Unido. Adiestramiento en
técnicas moleculares para la identificacion taxondémica de microalgas en sistemas de
tratamiento de aguas residuales.

10.5 Establecimiento de cooperacion institucionales internacional

Establecimiento de cooperacion con las siguientes instituciones:

1. Universidad de Newcastle, Reino Unido.

2. Instituto de Botanica de Sao Pablo, Brasil.

3. Universidad federal de Minas Gerias, Brasil.
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12 ANEXOS
12.1 Ecuaciones utilizadas en el calculo de CO,

a. Bicarbonate alkalinity

CaCO; T —5.0X 10®H~10

HCOs como mg —== = I o T0wr-10)

T: total alkalinity, mg CaCO3/L.
b. Carbonate alkalinity:

CO4

CO;como mg = 0.94 X B X 10(®H~-10)

B: bicarbonate alkalinity, from a.
c. Hydroxide alkalinity:
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CaCos

OH como mg = 5.0 X 10 PH~-10

d. Free carbon dioxide:
co
myg Tz = 2.0 X B X 10®H~10)

B: bicarbonate alkalinity, from a.

e. Total carbon dioxide:

co
mgTZ = A+ 0.44 (2B + ()

A: mg free CO2/L,
B: bicarbonate alkalinity from a, and
C: carbonate alkalinity from b.
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Anexo 12.2 Arranque del sistema

Arranque del sistema
La puesta en marcha de un sistema de lagunas, sea cual sea el sistema no es simple,

dado que los microorganismos responsables de la depuracion o tratamiento, no aparecen
instantaneamente. Por el contrario, necesitan de un periodo de tiempo mas o menos
largo, el cual va a depender las poblaciones que se deseen establecer y de las
condiciones ambientales (EPA 2011b).

Segun Sastre (2005), al momento de arrancar un sistema lagunar, lo ideal es estar
durante la primavera o inicio del verano (para el caso de zonas con estaciones). La
velocidad de crecimiento de los microorganismos es mayor en esta época, debido a la
alta temperatura. Esta situacion en el contexto local, es favorable, pues las variaciones
climéticas estdn determinados por una bimodalidad, en la cual se presenta una
temporada seca (Diciembre-Enero y Julio Agosto) y lluviosa (Abril-Mayo y Octubre-
Noviembre), manteniendo una temperatura ambiental relativamente constante alrededor
de los 24°C, como se puede observar en la Tabla 10. Siendo esta temperatura ambiental
Optima para el desarrollo de las algas, encontrandose en rango establecido (20 y 35 °C),
lo que favorecid la tasa de crecimiento las mismas, sin embargo, esto puede varia entre
especies algales (Qiang 2004).
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Anexo 12.3 Determinacion de la Respiracion aerobia por Rosero 2013

La tasa de respiracion aerobica se toma de la tesis de Maestria en Ingenieria Sanitaria y
Ambiental, titulada “Propuesta de un modelo matematico para la transformacion de
nitrégeno y carbono presentes en lagunas facultativas secundarias, utilizadas en el
tratamiento de aguas residuales” donde se evaluo un sistema facultativo piloto. En esta
investigacion se modelo la eliminacion de Nitrogeno y Carbono. Estos modelos se
validaron y calibraron con datos de campo. Este proceso se llevo a cabo en el programa
Stella (Structural Thinking Experimental Learning Laboratory with Animation).

Para la determinacion de la tasa respiratoria aerobia se implementd las siguientes
ecuaciones.

r;Rae Tasa de respiracion aerdbica (g C*m-3 *dia-1)

T-20 02
T1Rae = Kiox * 010x( )« Kig. 10, * COD Ec. 1
2

COD = 0.7658 « COT Ec.2

La relacion de carbono orgéanico total y disuelto de la ecuacién 2 se obtuvo de los datos
experimentales en el efluente de la laguna, la expresion 1 fue implementada en el
modelo de Mashauri y Kayombo (2002). Una vez se calibro el modelo en el programa
Stella, se evalud los datos del modelo con los medidos en Campo dando como resultado
los siguientes valores:

En la Tabla 1 se muestran las correlaciones obtenidas para cada especie entre los datos
medidos Yy los obtenidos por el modelo. De acuerdo a los resultados se determiné que
existe una relacion por encima del 68% entre el modelo y los resultados obtenidos
experimentalmente.

Tabla 1 Coeficiente de correlacién y porcentaje de error promedio para el dia y la
noche en la evaluacion del modelo de Carbono

Especie R? % error promedio
quimica Dia Noche Dia Noche
(Tipo 1) (Tipo I11) (Tipo 1) (Tipo I11)
CO, 0.81 0.82 16.66 34.4
COoT 0.73 0.69 9.75 10.02

Se realiz6 un analisis estadistico de relacion de medias para muestras, entre los datos
obtenidos en el modelo y los datos medidos experimentalmente, para conocer si existen
relaciones entre estos la tabla 2 muestran los valores de las significancias obtenidas en
los anélisis.

Tabla 2 Resultado de la prueba comparacion de medias, para la evaluacion del modelo
de carbono

Especies Sig. (bilateral) Sig. (bilateral Prueba Prueba
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DIA NOCHE DIA NOCHE

COT-Modelo - COT-Medido 0.270 0.341 T-pareada T-pareada

CO,-Medido- CO,-Modelo 0.878 0.017 Wilcoxon Wilcoxon

Se establece que las especies quimicas que fueron medidas experimentalmente y las
obtenidas por el modelo, son estadisticamente iguales, tanto en el periodo diurno como
en el nocturno a excepcion del dioxido de carbono en los datos noche, ya que presenta
una significancia menor a 0.05.

De los 10 datos obtenidos en cada periodo de simulacion, para cada proceso de
transformacion y eliminacion, se realiz6 un promedio para el estudio de estas tasas en
los dos periodos, como se muestra en la Tabla 3

Tabla 3 Tasas promedio en el periodo diurno y nocturno para cada uno de los procesos
de transformacion y eliminacion para el modelo de carbono.

Periodo | Roai Rice Ricen | Roro | Rirae | Riran | Vis | Ropar | Raoia | Ripchs | Ropee

Noche | 367.67 | 193.46 | 322.44 | 0.00 | 86.37 |133.15|42.78| 0.00 |132.72|162.80 | 0.09

Dia 384.39 | 1133.59 | 385.45 | 863.87 | 101.19 | 99.99 |44.75( 2.85 0.00 |162.80 | 0.09

Rics =Tasa de crecimiento para la biomasa (g C *dfa™)

Ricen =Tasa de consumo de carbono orgéanico para el crecimiento de bacterias
heterétrofas (g C*dia™).

Rirae =Tasa de respiracion aerébica (g C*dia™)

R1iran =Tasa de respiracion anaerébica (g C*dia™)

R,ro =Tasa consumo de diéxido de carbono en la fotosintesis (g C*dia™)

R.pa.L=Tasa transferencia de didxido de carbono de la atmésfera a la laguna (g C*dia™)
RZDLiA:Tasa transferencia de diéxido de carbono de la laguna a la atmésfera (g C*m™
*dia™)

R,ai =Tasa transformacion de CO, a carbonatos medido como Alcalinidad (g C*dia™)

R,pse =Tasa difusion de CO, desde el bentos (g C*m™ *dia™)

Ripcrs =Tasa difusion de metano desde la laguna (g C *dia™)

V1s =Velocidad de Sedimentacion (g C *dia)
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