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RESUMEN

En esta investigacion se realizé la remocion de compuestos nitrogenados, fosfatos
y materia organica, asi como la produccion y productividad de microalgas en
efluente residual acuicola, la biomasa de microalgas se utilizé para producir
biometano. Se cultivaron las microalgas Chlorella vulgaris y Nannochloris oculata en
dos condiciones de irradiancia (40.5 y 72.9 ymol m=2 s™). Los resultados muestran
un mayor crecimiento (4.62x107 + 2.12x10° y 4.45x107 + 2.33x10% cel mL™"),
produccion (0.684+0.124 y 0.718+0.122 g L") y productividad (0.043 +0.008 y
0.048 £0.008 g L' d'') de biomasa con C. vulgaris y N. oculata, respectivamente, en
fase estacionaria a 72.9 ymol m? s-'. En la remocién de nitrato, fosfato y DQO, se
alcanzaron remociones de 79.7-97 %, 25-50 % y 53-89 %, respectivamente, con
ambas microalgas para ambas fases de crecimiento. Para el amonio y nitrito, las
remociones mas altas se obtuvieron a 40.5 pymol m2 s' en fase estacionaria,
siendo para el amonio de 92.1 y 97%, con N. oculata y C. vulgaris respectivamente.
Con el nitrito, las mayores remociones fueron de 79% (N. oculata) y 92 % (C.
vulgaris). La combinacion para remover mejor los contaminantes fue N. oculata a
72.9 ymol m? s”', en fase estacionaria alcanzando remociones de 97.4 %, 57.5 %,
47 %, 50.4 % y 87.4 % de nitrato, nitrito, amonio, fosfato y DQO, respectivamente.
Se encontré que la microalga que mas lipidos produce (26-28%) es N. oculata en
las dos fases de crecimiento con las dos condiciones de iluminacién. En la
produccion de proteina, se encontré que las dos microalgas utilizadas producen
mas proteina a 40.5 ymol m? s’ en fase exponencial alcanzando 29.8% (C.
vulgaris) y 30.4% (N. oculata). Con carbohidratos el porcentaje mas alto (41.9%) se
obtuvo con C. vulgaris a 72.9 ymol m? s en fase exponencial. En la produccién de
biometano se alcanzaron producciones mayores a 1696.72 mL CHs g SV-! con
todos los sustratos probados, encontrando diferencia significativa entre el tipo de
sustrato utilizado, siendo el mejor la biomasa de C. vulgaris, con la cual se
alcanzaron rendimientos de 2613.95 mL CH4 g SV (C. vulgaris EXP) y 2014.74 mL

CHs g SV (C. vulgaris EST). Para evaluar comportamiento cinético de la



produccion de biometano se utilizé el modelo de Gompertz modificado, obteniendo

un excelente ajuste. En cuanto al balance energético, este fue negativo.

Palabras clave: remocioén, microalgas, efluente residual acuicola, irradiancia.



ABSTRACT

In this investigation, the removal of nitrogenous compounds, phosphates and
organic matter was carried out, as well as the production and productivity of
microalgae in residual aquaculture effluent, the biomass of microalgae was used to
produce biomethane. The microalgae Chlorella vulgaris and Nannochloris oculata
were cultured under two irradiance conditions (40.5 and 72.9 umol m2 s). The
results show higher growth (4.62x107 + 2.12x10% and 4.45x107 + 2.33x108 cel mL™"),
production (0.684+0.124 and 0.718+0.122 g L") and productivity (0.043 +0.008
and 0.048 +0.008 g L ' d') of biomass with C. vulgaris and N. oculata, respectively,
in stationary phase at 72.9 ymol m2 s'. In the removal of nitrate, phosphate and
COD, removals of 79.7-97 %, 25-50 % and 53-89 %, respectively, were achieved
with both microalgae for both growth phases. For ammonium and nitrite, the
highest removals were obtained at 40.5 ymol m s in the stationary phase, being
92.1 and 97% for ammonium, with N. oculata and C. vulgaris respectively. With
nitrite, the highest removals were 79% (N. oculata) and 92% (C. vulgaris). The
combination to best remove contaminants was N. oculata at 72.9 ymol m2 s, in
stationary phase reaching removals of 97.4 %, 57.5 %, 47 %, 50.4 % and 87.4 %
of nitrate, nitrite, ammonium, phosphate and COD, respectively. It was found that
the microalgae that produced the most lipids (26-28%) was N. oculata in the two
growth phases with the two lighting conditions. In protein production, it was found
that the two microalgae used produce more protein at 40.5 pmol m?2 s’ in
exponential phase, reaching 29.8% (C. vulgaris) and 30.4% (N. oculata). With
carbohydrates, the highest percentage (41.9%) was obtained with C. vulgaris at
72.9 ymol m? s’ in exponential phase. In the production of biomethane,
productions greater than 1696.72 mL CHs g SV' were reached with all the
substrates tested, finding a significant difference between the type of substrate
used, the best being the biomass of C. vulgaris, with which yields of 2613.95 mL
CH4 g SV' (C. vulgaris EXP) and 2014.74 mL CH4 g SV-' (C. vulgaris EST). To

evaluate the kinetic behavior of biomethane production, the modified Gompertz



model was used, obtaining an excellent fit. Regarding the energy balance, it was

negative.

Keywords: removal, microalgae, aquaculture residual effluent, irradiance.
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1. INTRODUCCION

Los efluentes residuales acuicolas (ERA), producto de la intensificacion de la
acuicultura requieren ser dispuestos de manera mas sostenible ahorrando
recursos en su procesamiento y de ser posible, obtener compuestos de alto valor
con el reciclaje de nutrientes y de los subproductos (Campanati et al. 2022). Los
ERA tienen una composicion similar, aunque existen diferencias en la calidad y
cantidad de componentes segun la ubicacion, las especies cultivadas y las
practicas de cultivo adoptadas. En general, contienen alimento no consumido y
heces que pueden representar un 30 % del alimento seco no consumido y un
30 % de alimentos consumidos que se ingieren como heces (Chatla et al. 2020),
ademas de solidos de fuentes externas, crecimiento de microalgas y bacterias
(Chadwick et al. 2014). Los sistemas de cultivo que mas efluentes producen son
los sistemas semi-intensivos e intensivos, ya que utilizan mas insumos, por lo
tanto producen mas desechos soélidos y nutrientes que probablemente causen
efectos toxicos agudos y riesgos ambientales a largo plazo (Chatla et al. 2020),
como la eutrofizacion (Martinez-Cordero et al. 2021; Hernandez-Pérez y Labbé,
2014), eventos hipdxicos y acidificacion del agua (Campanati et al. 2022). Es por
ello, que evitar y mitigar la introduccion de efluentes nocivos en el medio ambiente
debe ser clave en el desarrollo de la acuicultura industrial intensiva para minimizar
los impactos de la contaminaciéon (Li et al. 2020). Se preve que la poblacion
aumentara a 9.7 billones para el 2050 (UN, 2022), por lo que, ademas de
intensificar los cultivos y demandar mas agua, el mismo crecimiento poblacional y
el cambio climatico provocan una creciente escasez de agua (Martinez-Cordero et
al. 2021), espacio y alimento (Campanati et al. 2022). Agregando que en 2019, la
ONU lanz6é una campafa mundial sobre la gestion sostenible de nitrogeno, y
establecio el objetivo de reducir a la mitad los residuos para 2030, se trata también
de aumentar los sistemas de tratamiento y aumentar la recuperacion del agua, en
caso de moverse a una economia mas circular (Sealy, 2021), en México se ha
establecido la NOM-001-SEMARNAT-2021 (SEMARNAT, 2022), que establece el



limite maximo permisible de N total hacia rios, arroyos y canales de 25, 30 y 35
mg L' y de P total de 15, 18 y 21 mg L™, respectivamente.

Algunos de los tratamientos utilizados en acuicultura son: remocién de solidos por
sedimentacion y filtracion mecanica, tratamiento extractivo con microalgas
(Chadwick et al. 2014), humedales (Lin et al. 2002, Hu et al. 2017), algunas
técnicas se abordan desde las descargas durante la limpieza y cosecha mediante
areas de infiltracion con vegetacién o riego de cultivos (Yeo et al. 2004), mientras
que otros métodos potenciales para mitigar la contaminacidn y que presentan
altos costos de inversién iniciales y consumo de energia, son: los sistemas de
recirculacion acuicola (RAS, por sus siglas en inglés) efectivo en interiores y
cultivos en laboratorios; la acuicultura integral multitréfica (AMTI), que integra
especies de diferente nivel tréfico o nutritivo; la técnica de biofloc, que implica la
manipulacion de la relacion C/N para convertir los desechos nitrogenados téxicos
en proteina microbiana util (Chatla et al. 2020). Uno de los efluentes al cual poner
especial atencion es a los producidos por los cultivos de tilapia, que al ser un
organismo con rapido crecimiento y adaptabilidad a los diferentes habitats, es uno
de los cuatro grupos de especies mas producidos a nivel mundial (Martinez-
Cordero et al. 2021) y el segundo mas cultivado en México. Una alternativa de
tratamiento de estos efluentes se encuentra dentro de la misma acuicultura con las
microalgas, microorganismos fotosintéticos autoétrofos que tienen capacidad
ficorremediadora por lo que pueden incorporar contaminantes del medio liquido o
gaseoso mediante la biotransformacion (Hernandez-Pérez y Labbé, 2014),
realizando el reciclaje de nutrientes y favoreciendo la formacién de algunos
compuestos, como lo observado con Nannochloris maculata que produce mas
lipidos en efluentes de camarén que en medio convencional (Conway) (Campanati
et al. 2022). El mismo comportamiento ha sido observado en la remocién de
contaminantes como el cobre (Martinez-Macias et al. 2019, Aguilar-Ruiz et al.
2020), por lo que la biomasa producida puede ser dirigida a otras industrias para la
extraccion de compuestos de alto valor o para los biocombustibles (Campanati et

al. 2022). Aunque, la produccion de biomasa todavia presenta una serie de



dificultades que se deben mejorar para aumentar su rentabilidad (Hernandéz-
Pérez y Labbé, 2014).

Una alternativa viable en la produccién de microalgas es realizar el cultivo durante
el proceso de tratamientos de aguas residuales en las fases: secundaria y terciaria
(Gonzalez-Calzada, 2016; Flores-Salgado et al. 2020) o en los efluentes de
acuicultura (Calderini et al., 2021; Pérez-Legaspi et al. 2019). Asi mismo, ya se
han realizado estudios en la produccion de biocombustibles (Bellou et al. 2014)
como el biodiésel (Bellou et al. 2014), bioetanol (Rizza et al. 2019) y biogas, para
hacer frente a la crisis energética, debido a la disminucion de los combustibles
fésiles (Zabed et al. 2020); asi también, se establece en La Ley para la Transicion
Energética (LTE) que para el 2024 se genere el 35 % de energia eléctrica de
fuentes no fésiles (Programa Sectorial de Energia 2020-2024). El biogas, es un
biocombustible que puede utilizarse desde la combustidn directa, la cogeneracion
de energia eléctrica y térmica, generacion eléctrica con motores, generacion
eléctrica con celdas de combustible, y al ser purificado a biometano puede
inyectarse en redes de distribucion de gas o como combustible vehicular (FAO,
2019).

En la presente investigacion se aprovecharan los efluentes de cultivos
experimentales de tilapia de la zona centro del estado de Veracruz,
especificamente del Instituto Tecnolégico de Boca del Rio (ITBOCA) para aplicar
la tecnologia del cultivo de microalgas, y utilizar la biomasa como sustrato en la
produccion de biogas, ofreciendo una alternativa de tratamiento a los productores

con un potencial beneficio: ambiental, econdmico y social.



2. ANTECEDENTES

2.1 Efluentes residuales acuicolas (ERA)

Los efluentes residuales acuicolas (ERA) han aumentado por los cambios que ha
sufrido la acuicultura, de ser estrictamente familiar a ser una industria de lucro
(Ferrer-Alvarez et al., 2015), ademas ha pasado a ser el sector de produccion de
alimentos que mas rapido crece en el mundo debido a que el consumo de
pescado ha aumentado a un ritmo dos veces superior al crecimiento demografico
(FAO, 2021) y se prevé que siga aumentado por el crecimiento poblacional que se
espera, alcance los 9.7 billones de personas para el 2050 (UN, 2022), por la tanto
se intensificaran los cultivos y con ello se tendran mayores impactos ambientales
(FAQO, 2021). Es por ello, que las acciones para mitigar el impacto deben preverse
desde la produccion con fuentes sostenibles de piensos y buenas practicas
acuicolas para reducir las emisiones de efluentes nocivos en el medio ambiente (Li
et al. 2020).

En general, las aguas producidas por acuicultura tienen una composicién similar,
aunque existen diferencias en la calidad y cantidad de componentes segun la
ubicacion, las especies cultivadas y las practicas de cultivo adoptadas (Chatla et al.
2020). Los desechos en los criaderos o granjas de acuicultura se pueden clasificar
como: (1) alimentos residuales y materia fecal; (2) subproductos metabdlicos; (3)
residuos de biocidas y biostatos; (4) desechos derivados de fertilizantes; (5)
desechos producidos durante la muda y descomposicién de organismos muertos y
(6) el colapso de las floraciones de algas. Sin embargo, las aguas residuales
contienen principalmente alimento no consumido y heces que pueden representar
un 30 % del alimento seco no consumido y un 30 % de alimentos consumidos que

se ingieren y son excretados (Chatla et al. 2020).



Los sistemas de cultivo semi-intensivos e intensivos utilizan mas insumos, por lo
tanto producen mas desechos sélidos y nutrientes que probablemente causen
efectos toxicos agudos y riesgos ambientales a largo plazo (Chatla et al. 2020),
como la eutrofizaciéon (Martinez-Cordero et al. 2021; Hernandez-Pérez y Labbé,
2014) que es provocada por el aumento de desechos nitrogenados y fosfatados
(Chatla et al. 2020; Yeo et al. 2004), ademas de eventos hipoxicos y acidificacidon

del agua (Campanati et al. 2022).

2.2 Tratamientos de efluentes residuales acuicolas

Para remover los solidos suspendidos y los nutrientes disueltos originados
principalmente del alimento no consumido, las heces de los peces, los sélidos de
fuentes externas, el crecimiento de microalgas y bacterias se utilizan dos métodos:
a) sedimentacion y b) filtracidn mecanica. En la sedimentacion se emplean los
sistemas de asentamiento gravitacional de diferente complejidad, este método
emplea la fuerza de gravedad para extraer las particulas de un fluido. En la
filtracion mecanica los filtros mecanicos remueven los sélidos del agua usando
barreras fisicas a través de los cuales las particulas sdélidas no pueden pasar,
teniendo en cuenta los requerimientos energéticos para la operacion del filtro
(Chadwick et al. 2014). Sourget et al. (2014) menciona que, es probable que en el
futuro la piscicultura se realice solo en agua de mar por la disminucién del agua
dulce, por lo que es necesario integrar tratamientos extractivos con algas o plantas

en general.

Cultivo de algas. Las algas emplean la energia solar para convertir los nutrientes
presentes en los efluentes en recursos Uutiles, mediante el proceso de la

fotosintesis (Sourget et al. 2014).

Humedales artificiales. Pueden remover cantidades significativas de sodlidos

suspendidos, materia organica, nitrégeno, fosforo, elementos trazas vy



microorganismos presentes en los efluentes municipales, industriales y de las

operaciones de ganaderia (Lin et al. 2002; Hu et al. 2017).

Otras técnicas para el tratamiento de efluentes acuicolas se pueden implementar
desde las descargas durante la limpieza y la cosecha, que se abordan mediante el
desvio del flujo con uso de humedales artificiales, areas de infiltracion con
vegetacion y riego de cultivos (Yeo et al. 2004). Aunado a esto, se han
implementado otros metdédos potenciales para mitigar la contaminacion y que
presentan altos costos de inversion iniciales y consumo de energia, como los
sistemas de recirculacion acuicola (RAS, por sus siglas en inglés) efectivo en
interiores y cultivos en laboratorios; la acuicultura integral multitréfica (IMTA, por
sus siglas en ingles), que integra especies de diferente nivel tréfico o nutritivo; la
técnica de biofloc, que implica la manipulacion de la relacion C/N para convertir los
desechos nitrogenados toxicos en proteina microbiana util (Chatla et al. 2020). El
policultivo es una manera de intensificar la piscicultura sin un consumo de
alimento costoso con organismos de habitos alimentarios complementarios o
compatibles de peces de que no compiten entre si, siendo el método de cultivo
mas noble porque se mejoran continuamente las condiciones ecoldgicas del
estanque (FAO, 1979). Actualmente se estan utilizando bivalvos de agua dulce, en
maricultura se integran bivalvos y algas (especies extractivas), que ademas de
disminuir la carga de nutrientes, aumenta la productividad y se utiliza mas
eficientemente el recurso. Cabe mencionar que la produccidn de especies
extractivas representd el 57.4% del total de la produccion acuicola mundial en
2018 (FAO, 2020).

2.3 Efluentes de tilapia
La tilapia (Oreochromis sp.) es una especie de pez rentable para la acuicultura

debido a su rapido crecimiento, resistencia a enfermedades, baja tasa de

mortalidad, tolerancia a condiciones de alta densidad, resistencia a bajas



concentraciones de oxigeno y flexibilidad en la aceptacion del alimento. (Guzman-
Luna et al. 2021). Se cultiva en mas de 120 paises, siendo México el décimo
tercer pais con el cultivo mas alto (Martinez-Cordero et al. 2021).

En México, la acuicultura de tilapia se practica ampliamente y contribuye al 91%
de la produccion acuicola total, cultivandose mayormente en los estados de
Sinaloa, Nayarit, Jalisco, Michoacan y Chiapas. De las desventajas que se tienen
al cultivar tilapia es la huella hidrica, debido al agua que se requiere y porque la
mayoria de las fincas no tratan sus aguas residuales, lo que impacta de forma
negativa en el ambiente pues contienen desechos provenientes de los insumos
utilizados como los fertilizantes y alimentos acuicolas, aunque algunas las
reutilizan para la agricultura (Guzman-Luna et al. 2021). En México, se tiene el
problema de la escasez de agua debido al cambio climatico y el crecimiento de la
poblacion (Martinez-Cordero et al. 2021), por lo que los agricultores necesitaran
mas agua para compensar las crecientes pérdidas por evaporacion debido al clima
mas calido. Aunado a esto, en muchos lugares, el agua superficial esta
contaminada (Guzman-Luna et al. 2021). Por tal motivo, se espera que los
productores de tilapia tengan menos agua disponible para sus operaciones y a un
costo mas alto, lo que tiende a conducir a una menor rentabilidad en el cultivo
(Martinez-Cordero et al. 2021).

Es por estas dos razones (la creciente escasez y contaminacioén del agua) que se
estan desarrollando tecnologias de ahorro de agua en los sistemas de cultivo,
como los sistemas de recirculacion de acuicultura (RAS), los cultivos en biofloc y
los sistemas de canalizaciones en estanques (IPRS) (Martinez-Cordero et al.
2021), asi como los métodos para el reciclaje de nutrientes tanto establecidos
como emergentes son necesarios para hacer una industria mas sostenible
(Campanati et al. 2022).



2.4 Microalgas

Las microalgas son microorganismos fotosintéticos eucariotas que pueden
contribuir entre el 40 - 50% del oxigeno de la atmdsfera y vivir en ambientes
extremos tanto acuaticos como terrestres (Vanegas y Hernandez-Benitez, 2018).
Se consideran los principales productores de oxigeno, son el origen de la
transformacion atmosférica (fijacion de CO: y liberacién de O2) (Tebanni et al.
2020), ademas de su condiciéon de productores primarios, regulan el régimen
gaseoso Y tienen accion depuradora, por lo que son consideradas como uno de
los indicadores mas importantes de las alteraciones del medio marino (Vanegas y
Hernandez-Benitez, 2018). Por lo tanto, cuando un sistema recibe un exceso de
materia organica, nitrogeno y fdsforo modifica la estructura, funcién vy
productividad del sistema alterando la composicion de la comunidad de microalgas
(Vanegas y Hernandez-Benitez, 2018) y afectando a los organismos que habitan
en el mismo ambiente. La capacidad que tienen las microalgas para adaptarse y
sobrevivir, les permite colonizar todo tipo de ambientes, encontrandolas de esta
manera en aguas termales, en el hielo, aguas acidas o hipersalinas, en cuevas
asociadas en forma de simbiosis con todo tipo de organismos. Algunas especies
pueden soportar temperaturas muy bajas o paradojicamente extremas (Tebanni et
al. 2020).

Desde el siglo XX se inici6 con el desarrollo sistematico de las aplicaciones de las
microalgas y han tenido un amplio rango de aplicaciones desde la nutricion para
humanos como para animales (Bellou et al. 2014), utilizandose entera o
extrayendo los compuestos que producen. En el ambito ambiental, las microalgas
han mostrado mitigar el efecto invernadero por las altas tasa de captura de COo, y
biorremediar las aguas contaminadas provenientes de las industrias, por su
capacidad de absorcion de metales pesados y fésforo (Vanegas y Hernandez-
Benitez, 2018). Si bien la mediana complejidad de la ficorremediacion, la convierte

en una técnica atractiva como fuente de nutrientes y/o CO., su asociacion a



procesos productivos de biomasa aun presenta una serie de dificultades que se
deben mejorar, como la relacion costo/eficiencia en los actuales sistemas de
separaciéon de la biomasa (Hernandéz-Pérez y Labbé, 2014), ya que esta
separacion (solidos de liquidos) es un proceso que cubre alrededor del 30% del

costo total de produccion (Bellou et al. 2014).

Una alternativa viable en la produccion de microalgas es cultivarla durante el
proceso de tratamientos de aguas residuales en la fase secundaria y terciaria
(Gonzalez-Calzada, 2016; Flores-Salgado et al. 2020) o de los efluentes de
acuicultura (Calderini et al. 2021; Pérez-Legaspi et al. 2019), tomando en cuenta
las especies que mejor se desarrollan en estos medios de cultivo. Recalcando las
ventajas que nos ofrecen las microalgas desde una perspectiva industrial, debido
a la simplicidad de su cultivo, mayor eficiencia fotosintética y tasas de crecimiento,
mayor productividad de biomasa y aceite en comparacion con las plantas
terrestres que puede llegar a 200 veces la de los aceites vegetales comunes , por
lo que resulta una fuente atractiva de materia prima para la produccion de
biodiesel, aunque producido con microalgas todavia es mas caro que el producido
por las plantas convencionales, mientras que el combustible fésil es mucho mas
barato (Bellou et al. 2014). En cuanto a los métodos de recoleccion se incluyen
varios: floculacion o coagulacion, flotacion, filtracion, sedimentacion vy
centrifugacion (Chen et al. 2011). La eleccion del método apropiado debe
considerarse de acuerdo con la densidad de las células de cultivo, el tamafio de
las células de microalgas, el producto objetivo, etc., (Bellou et al. 2014). El sistema
de cultivo dependera de la especie de microalga a utilizar; asi como del producto
final que se quiera obtener. Los nutrientes que se necesitan en mayor proporcién o

macronutrientes son nitrogeno, fésforo y silice, en el caso de las diatomeas.



2.4.1 Asimilacion de nutrientes

Paes et al. (2016) menciona que las microalgas tienen una tendencia natural de
captar grandes cantidades de nitrégeno inorganico disuelto en el medio, por lo que
acumulan altas concentraciones de reservas inorganicas de nitrégeno (nitrato,
nitrito y amoniaco/amonio) en la fase exponencial, lo que refleja la rapida
absorcién de nitrégeno en los primeros dias de crecimiento, cuando ningun factor
es limitante. Oscanoa-Huaynate et al. (2021) y Medina-Aguilar, (2016) mencionan
que la microalga tiene un orden para asimilar los compuestos nitrogenados,
primero se absorbe amonio, después nitritos y por ultimo nitrato. Sin embargo, hay
casos en que nitrato, nitrito y amonio son asimilados simultaneamente (Oscanoa-
Huaynate et al. 2021). Lin et al. (2016) menciona que la preferencia por el NHs* es
porque se requieren pocos pasos bioquimicos y un bajo requerimiento energético
para su asimilacion, esto es reforzado por Kube et al. (2018) quienes mencionan
que cuando ambas formas de nitrégeno estan presentes el consumo de NO3™ es
minimo hasta que se elimina la mayor parte del NHs*. Medina-Aguilar (2016) nos
detalla claramente la ruta metabodlica del nitrogeno, la cual se inicia con la
incorporacion de NOs al interior de la célula, donde la capacidad de sintetizar y
asimilar los compuestos nitrogenados depende de forma directa de dos enzimas,
la Nitrato reductasa (encargada de la transformacion del nitrato en nitrito) y la
nitrito reductasa (que reduce el nitrito a amonio). El nitrato es captado del agua y
translocado a través de la membrana celular mediante procesos dependientes
energéticamente. El exceso de nitrato se almacena en el interior de las vacuolas,
mientras, una fraccion del mismo es metabolizado en el citoplasma, reduciéndose
a nitrito por la accion de la enzima Nitrito Reductasa con el NAD(P)H como
elemento donante de electrones. El nitrito formado se traslada al cloroplasto y se
reduce a amonio, para su asimilacion en compuestos organicos, con la ferredoxina
como fuente de electrones. Los iones nitrito y los iones amonio sintetizados
durante el proceso descrito, no pueden ser acumulados en el interior de las células

ya que ambos son citotoxicos, su exceso provoca dafios por oxidacion y cambios

10



en el pH del interior celular. Por lo tanto, su incorporacion a los compuestos
organicos nitrogenados debe ser lo mas rapida posible siendo, en algunos casos,
su concentracion, el factor determinante para la inhibiciéon de la enzima. La
asimilacion del amonio tiene lugar en el interior de los cloroplastos a través de la

accién de la glutamina sintetasa y la glutamina 2- oxoglutaratoaminotransferasa
(Fig. 1).
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Fig. 1 Metabolismo del nitrégeno (Fuente: Chow et al. 2012).

Al cultivar microalgas en los efluentes, es importante conocer los niveles de
amonio, ya que las concentraciones altas (NH4*) inhiben la actividad de la nitrato
reductasa (NR) y por lo tanto, disminuyen la captacion de NOs", se ha observado
que con algunas cloroficeas se muestra un crecimiento reducido por encima de
106 ppm (mg L") (Kube et al. 2018), en otros casos, se han observado microalgas
en aguas residuales ricas en amonio y se han seleccionado algunas especies, ya
que estas presentan una fuerte tolerancia a altas concentraciones (173 mg NH4*-N

L' - 893 mg NH4*-N L"), sin embargo, las aguas residuales a menudo se
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mantienen o se diluyen en concentraciones bajas de amonio (<30 mg NH4*-N L")
antes de alimentar a las microalgas, la limitacién del amonio al cultivo de algas se
debe probablemente a la inhibicién de la fotosintesis al danar el fotosistema o al
desacoplar la fotofosforilacién con el transporte de electrones (Lin et al. 2016).
Respecto a la demanda quimica de oxigeno, Iriarte et al. (2007) menciona que las
algas liberan exudados y materia organica particulada, producto de la reduccion y
conversion de nutrientes inorganicos a compuestos organicos que estructuran el
metabolismo celular del fitoplancton y que promueve el crecimiento de los
componentes de la trama trofica, desde bacterias a microorganismos meso-

zooplanctonicos (Fig. 2).

Nutrientes Disueltos Material Particulado
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Fig. 2 Representacion esquematica de una trama trofica del sistema marino,
adicionando procesos de incorporacion de nutrientes inorganicos disueltos y
transformacién a materia organica particulada (MOP) via reacciones metabdlicas

enzimaticas (RE) de los productores primarios (Fuente: Iriarte et al. 2007).
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Cuando en el cultivo, no se tiene limitacién de nutrientes la tasa de fotosintesis
puede ser mejorada con una irradiancia optima. El aumento de la irradiancia causa
un incremento en la tasa fotosintética de la microalga hasta alcanzar las tasas de
crecimiento maximo. La limitacion de la luz provoca una distribucién desigual en el
cultivo, asi también las microalgas estan expuestas a diferentes cantidades de luz
de acuerdo a los diferentes puntos del sistema. Cuando la luz es baja o la cantidad
de nutrientes es moderada, la productividad no puede ser mejorada solo con la
fuente de luz, ya que los nutrientes son una necesidad crucial en el crecimiento de
las microalgas comparadas con la luz, por lo que se aclara que la forma de
nitrégeno preferida es el amonio, especificamente con C. vulgaris donde el nitrato
se consume cuando el amonio es agotado (Haritz y Takriff, 2017). Existen factores
que pueden influir en la captacién de fosfatos por parte de las algas como son:
ausencia de potasio, magnesio o sodio y un pH alto o bajo (Palacios-Sanchez,
2022).

Las microalgas mas cultivadas a nivel mundial son: Spirulina spp., Chlorella spp.,
Haematococcus pluvialis y Nannochloropsis spp., en una escala que va desde la
produccion en un patio trasero hasta la comercial, en muchos paises se destinan
para la elaboracion de complementos para la nutricion humana y otros usos (FAO,
2020). De las microalgas mencionadas las especies de Chlorella y Nannochloropsis,
han ganado mas atencion recientemente porque son especies potenciales
disponibles en la produccion de bioenergias debido a sus composiciones
bioquimicas para la produccién de bioenergias / biocombustibles (Kanna et al.
2021).

2.4.2 Chlorella vulgaris

Taxonomia de Chlorella vulgaris (Goémez-Castillo y Rodriguez-Manrique, 2012):
Reino: Protoctista

Division: Chlorophyta

Clase: Chlorophyceae
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Orden: Chlorococcales
Familia: Oocystaceae
Género: Chlorella
Especie: vulgaris

Chlorella es una microalga unicelular de forma cocoide con un diametro medio de
2 a 10 ym sin flagelos. Es una especie de alga microscopica verde. Tiene alta
actividad fotosintética. Chlorella es una microalga rica en proteinas. Consiste en
tres biopolimeros principales como proteinas (51 a 60%), carbohidratos (12 a 30%)
y lipidos (4 a 22%). El cloroplasto de la especie Chlorella esta lleno de pigmentos
fotosintéticos como la clorofila a y la clorofila b. La especie Chlorella tiene una
pared celular rigida. Tiene 30 especies diferentes, entre ellas Chlorella vulgaris se
emplea ampliamente para varios tipos de produccién de biocombustible. Las
paredes celulares de Chlorella son tipicamente conocidas por su rigidez, estructura
compleja y estabilidad (Kanna et al. 2021). Yamada y Sakaguchi (1982)
documentaron la estructura de la pared celular de Chlorella en tres tipos de
estructura: tipo |, consta de dos capas, la primera y la mas interna con una capa
microfibrilar (MF) transparente a los electrones voluminosos, mientras que la
segunda capa exterior es la capa trilaminar (ATL); tipo 2, consta de dos MF capas
sin ATL como capa exterior y tipo 3, consta de una sola capa MF. También
menciona que la estructura/composicion de la pared celular podrian ser
considerablemente diferentes entre una cepa a otra, determiné que la estructura
tipo |, predominan los polisacaridos como la celulosa; tipo I, mayormente celulosa
y poca pectina; y tipo lll, mucha pectina una pequefia cantidad de polisacaridos
enlazados.

Kanna et al. (2021) menciona que en la fase de crecimiento inicial de las especies
de Chlorella, la estructura de la pared celular es de una sola capa, es delgada y se
denomina capa hija. Sin embargo, en la célula madura se revela como una

estructura de doble o triple capa, que es una capa densa de electrones gruesa y
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se conoce como pared madre madura. La Fig. 3 ilustra la representacion

esquematica de la célula de Chlorella y la estructura de la pared celular.

Capa trilaminar
Chlorella sp. de algaenan
Capa microfibrilar
Membrana celular
L] . ¢ ..,;-
| ]
e o % i‘
S ‘o "
., ‘:'fo_. 3 Estructura de la
R, 5 ".- pared celular
.- & - - oA
ae .
L] o 'l s

Fig. 3 Chlorella sp (Fuente: Kanna et al. 2021).

2.4.3 Nannochloropsis oculata

La clasificacion taxondémica de Nannochloropsis sp (Palacios-Sanchez 2022):
Reino: Chromista

Phylum: Heterokontophyta

Clase: Eustigmatophyceae

Familia: Monopsidaceae

Geénero: Nannochloropsis

Especie: oculata

La clase Eustigmatophyceae agrupa a las especies que contienen la mayor
cantidad de acidos grasos poliinsaturados (PUFA’s), especialmente acido
eicosapentanoico (EPA), acido araquidénico (ARA) y acido docosahexaenoico

(DHA) (Avila-Morales, 2015). Nannochloropsis es un género de microalgas verdes,
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de forma esférica inmovil con un diametro medio de 2 a 3 ym. A menudo se
encuentra tanto en ambientes dulces como marinos. Contiene una gran cantidad
de clorofila a con ausencia total de clorofila b y clorofila c. Tiene seis especies
principales: Nannochloropsis gaditana, N. granulado, N. limnetica, N. oceanica, N.
oculata, N. salina. Son capaces de sintetizar biopigmentos de alta calidad como
astaxantina, zeaxantina y cantaxantina, que se utilizan para diversas aplicaciones
industriales. Ademas, tienen la capacidad de acumular una alta concentracion de
acidos grasos poliinsaturados. Las especies de Nannochloropsis tienen una pared
celular densa y de multiples capas como se muestra en la Fig. 4. Consiste en una
capa de celulosa y ATL no hidrolizable. La estructura de la pared celular de las
especies de Nannochloropsis es diferente de otras especies de microalgas. La
capa mas interna de la pared celular es permeable con una varilla cilindrica fibrosa
en forma de varilla y actia como material de soporte. Junto a la capa de celulosa,
se encuentra una capa delgada de ATL con una extension similar a un cabello

como capa protectora mas externa (Kanna et al., 2021).

Ex?'te.risiur‘i

Nannochloropsis sp. .
Capa trilaminar ‘

de algaenan

Capa microfibrilar
NS5

[ Membrana celular

Estructura de la
pared celular

Fig. 4 Nannochloropsis sp (Fuente: Kanna et al. 2021).
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2.5 Biogas

El biogas es una mezcla de metano (CHas), didxido de carbono (CO2) (Gabriel y
Sierra, 2017) y en menor medida otros gases, se destaca el sulfuro de hidrégeno
(H2S), un gas altamente téxico, responsable del olor fuerte y desagradable que se
percibe en los ambientes naturales donde se genera biogas (FAO, 2019). Su
composicién depende del sustrato que se utilice para alimentar al biodigestor, de
la tecnologia utilizada y la temperatura de procesos (Gabriel y Sierra, 2017; FAO,
2019).

El biogas se considera uno de los biocombustibles mas prometedores y tiene
potencial para mitigar, en cierta medida, las crecientes preocupaciones sobre los
combustibles fésiles, relacionadas con la crisis energética y el cambio climatico
(Zabed et al. 2020). Al ser purificado a CH4 puede usarse para generar calor o
electricidad, asi como también puede inyectarse en redes de distribucion de gas o

como combustible vehicular (FAO, 2019).

El biogas se puede producir a partir de diversas fuentes de biomasa; microalgas,
desechos alimentarios, residuos agricolas, abonos animales, desechos avicolas,
desechos solidos municipales, desechos industriales, desechos forestales,
algunos cultivos energéticos dedicados (Zabed et el. 2020) y residuos
agroindustriales (Gabriel y Sierra, 2017). Aunque cada biomasa tiene su propio
potencial y factibilidad para generar biogas, las microalgas han mostrado mucho
interés en este proposito desde la década de 1950, particularmente por la rapida
tasa de crecimiento, la utilizacion del CO2 atmosférico y la idoneidad para cultivar
en tierras no cultivables utilizando aguas residuales como medio de crecimiento
(Zabed et al. 2020).
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2.5.1 Produccién de biogas

La digestién anaerdbica es el medio mas eficiente para generar energia a partir de
residuos con contenido de materia seca inferior al 30% (rango ideal 5-12%) como:
estiércoles, lodos de aguas residuales, alimentos y otros desechos organicos
hamedos (Gabriel y Sierra, 2017). Zabed et al. (2020) mencionan que el biogas
producido por la digestién anaerdbica esta compuesto primariamente por CHs (55-
70%) y CO2 (30-45%) y pequefas cantidades de H>S (50-2000), H2O, Oz e
hidrocarburos en cantidades traza, mientras que el sobrante es un residuo
organico rico en nitrogeno. Las etapas de la digestion anaerdbica constan de
diferentes reacciones que se desarrollan en cuatro etapas: hidrdlisis, acidogénesis,
acetogénesis y metanogénesis (Tabla 1), siendo en esta ultima donde se produce

metano por diferentes rutas y reacciones (Tabla 2).

Hidrdlisis. La materia organica compleja (hidratos de carbono, proteinas, lipidos,
etc.) es degradada por la accion de microorganismos en materia organica soluble
(azucares, aminoacidos, acidos grasos), lo que genera los sustratos para la
siguiente etapa (FAO, 2019; Abbasi et al. 2012).

Acidogénesis. Los azucares, aminoacidos y acidos grasos se fermentan para
formar acidos grasos volatiles, principalmente acido lactico, propidnico, butirico y
valérico (Abbasi et al. 2012).

Acetogénesis. Las bacterias consumen estos productos de fermentacion y

generan acido aceético, dioxido de carbono e hidrogeno (Abbasi et al. 2012).

Metanogénesis. Los organismos metanogénicos consumen acetato, hidrégeno y
parte del dioxido de carbono para producir metano. Los metandgenos utilizan tres
vias bioquimicas: (a) via acetotrdfica, b) via hidrogenotréfica y ¢) via metilotrofica
(Abbasi et al. 2012).
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Tabla 1. Microorganismos involucrados en la digestion anaerobia (Abbasi et al.

2012).
Etapa Microorganismos (Bacterias)
Hidrdlisis
(CeH100s5)n + NnH20 = n(CsH1206)
Acidogénesis Bacteriodes, clostridium
CsH1206 + 2H20 = 2CH3COOH + 4H, + CO2 Butyrivibrie, eubacteriu
CeH1206 + 2H2 = 2CH3CH.COOH + 2H20 Bifidobacterium, lactobacillus

CeH1206 = CH3CH2 CH2,COOH + 2C0O2 + 2H2

CsH1206 = 2CH; CHOHCOOH

CeH1206 = 2CH3 CH20OH + 2CO;

Acetogénesis

CH3CHOHCOOH + H20 = CH3 COOH + CO2 + 2H2  Desulfovibrio, syntrophobacter
CH3CH20H + H20 = CH3COOH + 2H; Wolinii, syntrophomonas
CH3CH2CH2COO0H + 2H20 = 2CH3COOH + 2H:>

CH3CH2COOH + 2H>0 = CH3COOH + CO2 + 3H>

Metanogénesis

4Hz + CO2 = CH4 + 2H20 Methanobacterium formicicum
2CH3z CH2 OH + CO2 = 2CH3COOH + CHg4 Methanobacterium bryantii,
2CH3(CH2)2 COOH + 2H20 + CO2 = 4CH3COOH + Methanobrevibacter

CH4 Ruminantium,

CH3; COOH = CH4 + CO2 Methanobrevibacter

Arboriphilus
Methanospirilum hungatei

Methanosarcina barkeri

Tabla 2. Rutas y reacciones para producir metano (Abbasi et al. 2012).

Ruta Reaccion
Acetotrdfica 4CH3COOH — 4CO, + 4CH4
Hidrogenotroéfica CO2+ 4H2 — CH4 + 2H20
Metilotrofica 4CH30H + 6H2 — 3CH4 + 2H20
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2.5.2 Inéculos bacterianos

La fuente de microorganismos (indculo) para realizar la digestion anaerobia
proviene de diferentes excretas como vacas, cerdos, cabras o de lodos de plantas
de tratamiento de agua residual. Durazno-Coronel (2018) realiz6 un estudio de
valoracion energética donde calculd la cantidad de biogas producido a partir de
excretas de vacas, cerdos, ovejas, cabras, aves de corral, conejos y caballos. Los
resultados indicaron que los desechos organicos de animales que representan un
mayor potencial en la produccion de biogas son: los porcinos (34.4 %),
ovejas/cabras (33.4 %), aves de corral (16.8 %) y bovinos (15 %), mientras que las
cantidades de biogas de conejos y caballos son insignificantes. Asi mismo, estos
microorganismos necesitan condiciones de pH especificas, para microorganismos
metanogenos de 7.8-8.2 y acetdogenos de 5.5-6.5, y al tener que coexistir ambos
microorganismos se debe utilizar un pH cercano a la neutralidad de 6.8-7.4
(Torrecilla del rey, 2021).

2.5.3 Pretratamiento del sustrato (biomasa de microalgas)

Los pretratamientos (Fig. 5) buscan romper la pared celular, reducir el tamafio de
las particulas de biomasa y aumentar el area de superficie especifica, reducir la
cristalinidad de algunos materiales fibrosos, solubilizar materiales recalcitrantes y
biodegradables dificiles, hidrolizar parcialmente polimeros celulares y desactivar
materiales toxicos, asi como preservar el contenido de materia organica de
biomasa y evitar la formacion de posibles sustancias o materiales inhibidores y
toéxicos que afecten la digestion anaerdbica. Algunas de las estrategias de
pretratamiento aplicadas a los cultivos de microalgas se basan en experiencias de
plantas de tratamiento de lodos de agua ya que estas tienen la posibilidad de
encontrar una gran cantidad de celulosa proveniente de las paredes celulares de
organismos fotosintéticos. Los pretratamientos se clasifican en fisicos y digestivos
(Cordova et al. 2017).
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Los pretratamientos fisicos se evaluan por su capacidad para aumentar la
produccion de biogas. Se subdividen en térmicos, hidrotermales y mecanicos. Los
pretratamientos térmicos e hidrotermales funcionan mediante aumento de
temperatura y presion, respectivamente, y buscan solubilizar microalgas. En los
pretratamientos mecanicos, como ultrasonidos, microondas y homogeneizadores,
el objetivo es solubilizar material organico de microalgas mediante fuerza fisica,

que rompe las células (Cordova et al. 2017).

Pretratamientos

Fisicos Digestivos
| |
| | | | |
Térmico Hidrotérmico Mecanico Quimico Enzimatico

t Aumento de t Explosién por Ultrasonido Alcalino Enzllmas
temperatura vapor endogenas

Milling - Enizirnas
. Acido comerciales

(molienda) 2
exégenas

Fig. 5 Clasificacion propuesta para el pretratamiento de microalgas para digestion
anaerobica en la produccion de biogas (Cordova et al. 2017).

El pretratamiento ultrasénico rompe la célula microbiana por cavitacion, liberando
el material intracelular. El pretratamiento térmico también puede combinarse
utilizando calentamiento, presurizacion y descompresion (explosién de vapor).
Este pretratamiento combinado destruye las paredes celulares y libera el
contenido celular intracelular, que se vuelve accesible para la degradacién. Una de
las desventajas del pretratamiento térmico es que pueden formarse compuestos
recalcitrantes que podrian inhibir la digestion anaerobia. Los pretratamientos
aumentan la solubilizacion del COD (demanda quimica de oxigeno), pero también

aumentan las concentraciones de N-NH4" y NT (nitrégeno total). Alzate et al. (2012)
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mencionan que la mayor solubilizacion de COD no necesariamente aumenta la
produccion de biogas, por lo que, en caso del ultrasonido es suficiente utilizar
10000 kJ kg ST-', con el pretratamiento térmico encontraron un mayor grado de
solubilizacion a 170°C por 1 h, pero el mayor rendimiento de biogas lo obtuvo a
110°C por 1 h.

Los pretratamientos digestivos se subdividen en quimicos y enzimaticos. Los
pretratamientos quimicos son acidos, alcalinos y oxidativos. Estos pretratamientos
se asocian a una serie de inconvenientes como son: el aumento de la incidencia
de procesos inhibidores por produccion de sustancias toxicas y la posible
liberacion de compuestos contaminantes o téxicos al medio, como el furfural,
hidroximetilfurfural o sodio, entre otros. En este proceso se pierde material
biodegradable, debido a inhibidores, lo que puede afectar negativamente el
proceso, por lo que se considera una opcidon insostenible, ademas de que
aumenta los costos. Los pretratamientos enzimaticos se basan en la utilizacion de
extractos enzimaticos de diferentes origenes con el objetivo de permear las
paredes celulares de las microalgas de tal forma que la liberacion de compuestos
al medio sea mas especifica. Al utilizar enzimas en los pretratamientos se debe
evaluar el balance energético, es decir, si la energia utilizada para aplicar el
pretratamiento se compensa con aumentos en el biogas obtenido, ya que el costo
de las enzimas es una de las principales barreras para la produccion de
biocombustibles (Cérdova et al. 2017).

2.6 Utilizacion de las microalgas en el tratamiento de aguas

Las microalgas se estan utilizando en el tratamiento de aguas residuales y
diferentes tipos de efluentes para eliminar nutrientes y metales pesados del agua.

Martinez-Macias et al. (2019) y Aguilar-Ruiz et al. (2020) realizaron experimentos
con Nannochloropsis oculata utilizando efluentes acidos del drenaje de las minas

para determinar la remocion de cobre, principal metal presente en estos efluentes.
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En el estudio realizado por Martinez-Macias et al. (2019) se observé que N. oculata
fue capaz de eliminar hasta el 99.92 * 0.04% de cobre a diferentes
concentraciones probadas, ellos determinaron que este proceso se realizé a
través del metabolismo y por adsorcion. Se observé un aumento de la produccion
de lipidos a partir de una concentracion de cobre de 0.1 mmol L™' en el medio, por
lo que concluyeron el potencial beneficio hacia la produccién de biodiesel. Aguilar-
Ruiz et al. (2020) obtuvieron una eliminacion de 94.88 + 0.43% a una
concentracion de cobre superior a 1.74 mg Cu?* L', encontraron un efecto positivo
en el contenido de lipidos a una concentracion de cobre mayor a 4.64 mg Cu?* L,
produciendo 77.04 + 2.60% de contenido de lipidos, dos veces mas alto que el
alcanzado en el cultivo control de 33.058 £ 5.398%, potenciando asi la produccion
de biodiesel. Parsi et al. (2020) realizaron un estudio con Nannochloropsis oculata
para determinar su capacidad de crecer en un medio realizado con una mezcla de
agua de mar y agua producida con solucion salina obtenida durante la extraccion
de petréleo y gas, complementada con digestato liquido del proceso de digestion
anaerébica como fuente de nutrientes, donde obtuvieron que esta combinacion es
buena como medio para el cultivo de microalgas y que si se cuidan la salinidad
(menor a 60 g L") y las proporciones N/P se puede obtener un buen crecimiento y
una eliminacion de amonio hasta del 100%, sumando a esto la eliminaciéon de
hierro. Singh et al. (2022) realizaron un ensayo con microalgas (Chlorella vulgaris y
Scenedesmus vacuolatus) para eliminar nutrientes y metales pesados en aguas
residuales municipales a diferentes concentraciones (25-100%), con luz blanca
fluorescente (20 W/m? = 43 uymol m? s'), a 20°C con fotoperiodo 16:8 (luz:
oscuridad) por 16 dias. Los resultados revelaron que la eliminacién de nutrientes
(93.28 %) y metales pesados (92.08 %) fue maxima al 25 % de la concentracion

de aguas residuales con ambas microalgas.
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2.6 Cinética de crecimiento de C. vulgaris y N. oculata

El tiempo en el que se alcanzan las diferentes fases de crecimiento varian de
acuerdo con la irradiancia, el fotoperiodo, la densidad celular, etc., como lo
reportan diversos autores. Ferrer-Alvarez et al. (2015) utilizando microalgas (C.
vulgaris y N. oculata) y efluente de tilapia como medio de cultivo con Medio Basal
Bold como control, una irradiancia de 79.88 umol m? s™' con lamparas Multi-LEDs
y luz blanca, a 20 £+ 2 °C durante 10 dias encontro la fase de crecimiento
exponencial en los dias 3-5 y la fase estacionaria en los dias 6-7 con ambas
microalgas. La densidad celular alcanzada en la fase exponencial varié de 4.75
x107 a 5.63x107 cel mL-' con iluminacion Multi-LEDs y de 3.43x10” a 4.52x107 cel
mL-' con Luz blanca. Con N. oculata obtuvo una productividad de biomasa de
0.0141 a 0.0357 g L' d' en fase exponencial y de 0.0313 a 0.0571 g L' d"! en
fase estacionaria con el control, con efluente de tilapia en fase exponencial de
0.0205 a 0.0219 g L' d*, en fase estacionaria de 0.0279 a 0.0320 g L-' d*. Con C.
vulgaris en Medio Basal Bold obtuvo 0.0357 a 0.0459 g L' d"! en fase exponencial,
de 0.0854 a 0.0543 g L' d' en fase estacionaria, con efluente de tilapia en fase
exponencial obtuvo 0.0316 a 0.0446 g L' d' y en fase estacionaria de 0.0456-0 a
0401 g L' d'. Sin embargo, El-Sheekh et al. (2016) cultivando Nannochloropsis
oculata en medio F/2, con una irradiancia de 80 umol m2 s a 26° C, iniciando con
una densidad celular de 1.5x10° cel mL"' encontraron la fase de crecimiento
exponencial entre el dia 4 y 10 con una densidad celular de 4.5x10° cel mL™", la
fase estacionaria del dia 10 al 12 con 5.0x10° cel mL'. Paes et al. (2016)
realizaron cinéticas de crecimiento con Chlorella sp y Nannochloropsis oculata,
utilizando medio Conway a 21°C, salinidad de 33, 350 umol photons m2 s,
encontrando para Chlorella sp., la fase exponencial entre el dia 4-7 y estacionaria
entre el 9-12. Para N. oculata la fase exponencial entre el dia 4-7 y estacionaria
entre el 10 y 12. Cabe destacar que se observa un crecimiento exponencial desde
el dia 1, sin observar una fase de adaptacién con ambas microalgas. Alvarez-Meza

(2017) realizando cinéticas de crecimiento con Chlorella vulgaris y Nannochloropsis
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oculata con diferentes volumenes (0.5, 1, 7 y 160 L), en medio F/2 de Guillard, a
19 + 1°C (temperatura ambiente) con luz artificial encontré que la fase de
crecimiento exponencial se encuentra entre los dias 1-3, la fase estacionaria en
los dias 3-4 y la fase de muerte 4-5. Alcanzando densidades de 3.45x10° cel mL-"
(fase exponencial), 3.52x10° cel mL" (fase estacionaria) con C. vulgaris, y 9.20x107
cel mL-"' (fase exponencial), 9.13x107 cel mL"' (fase estacionaria) con N. oculata.
Kumaran et al. (2023) realizaron un ensayo utilizando Chlorella vulgaris y efluentes
de molinos de aceite de palma utilizando diferentes proporciones de dilucion (1:1,
1:2, 1:3 y 1:4), con 400 ymol m=2 s™', fotoperiodo de 24 horas luz con lamparas
fluorescentes blancas a 25° C. Con la dilucion 1:4 obtuvieron los mejores
resultados de crecimiento encontrando la fase exponencial en los dias 4-7 y
estacionaria entre los 9 y 11 dias, la cosecha la realizaron en el dia 7, la maxima
produccion obtenida fue de 0.42 g L' (productividad de 0.06 g L' d'') y 21% de
lipidos en peso seco. En el control BG-11 la fase exponencial en los dias 5-8 y
estacionaria en los dias 10-11, una produccion de 0.34 g L' (productividad de
0.048 gL' d") y 18.5% de lipidos.

2.8 Remocion de compuestos nitrogenados, fosfatados y materia organica.

La remocion de compuestos nitrogenados, fosfatos y materia organica en
diferentes tipos de efluentes ha sido reportada por diversos autores, asi como el
comportamiento dinamico en medio establecido Conway (Paes et al. 2016). Paes
et al. (2016) realizaron ensayos de remocion de compuestos nitrogenados y
fosfatados en medio Conway y limitacion de nitrégeno después del dia 7, para ello
utilizaron dos microalgas (Chlorella sp y Nannochloropsis oculata), a 21° C. En el
comportamiento dinamico observaron que el agotamiento de nitrato ocurrié en el
dia 10 u 11 del cultivo en todos los experimentos, en caso del nitrito se observé un
aumento entre el dia 1 y 6, después la concentracion bajo hasta los niveles
iniciales al final del experimento con ambas microalgas. En caso del amonio se

observoé un aumento en el dia 4 con ambas microalgas, un descenso continuo
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para los controles y un segundo aumento para los tratamientos con limitacion de
nitrégeno a partir del dia 7, y una disminucion al final del experimento, por lo tanto,
las concentraciones variaron (0.0-3.7 uM) a lo largo del ensayo. En caso del
fosfato, se inicié con aproximadamente 125 uM, la captacion de fosfato fue casi
total en el control para N. oculata, alcanzando 1.3 uM al dia 13 de cultivo. Para
Chlorella sp., en el control la concentracion promedio de fosfato fue de 9.4 uM al
dia 13 de cultivo, lo que equivale a ~92.7% de consumo de la concentracioén inicial
de fosfato agregado al medio de cultivo. En los experimentos N- el enriquecimiento
con fosfato ocurri6 cuando los cultivos aun tenian unos 27-34 yM del fosfato
original disuelto, generando picos de fosfato (~155 uM) en el 7° dia de crecimiento,
como resultado de la adicién del nutriente Conway soluciones sin NaNOs. Una alta
concentracion de fosfato todavia estaba presente en el medio de cultivo al final de
los experimentos N-: 73 uM para Chlorella sp., y 81 uM para N. oculata. Con
efluentes de peces, se tiene el estudio de Ferrer-Alvarez et al. (2015), quienes
realizaron ensayos para determinar la remocidn de compuestos nitrogenados y
fosfatados en efluente de tilapia utilizando dos microalgas (C. vulgaris y N. oculata),
una irradiancia de 79.88 ymol m2 s™' con lamparas Multi-LEDs y luz blanca, una
temperatura de 20 + 2 °C durante 10 dias. En el comportamiento dinamico de los
compuestos nitrogenados y fosfatados utilizando N. oculata, observaron lo
siguiente: con ambos tipos de luz el amonio, nitrito y nitrato aumentaron, pero fue
mas evidente el aumento del nitrato de 58 mg L' a 80-100 mg L', en caso del
fosfato no hubo remocion con Multi-LEDs, con luz blanca se observd una remocion
del 50%. Utilizando C. vulgaris, no obtuvieron remocién del amonio, con el nitrito
observaron una remocion gradual hasta el 100% con luz blanca, con el nitrato
observaron remocién con luz blanca con una disminucién de 140 mg L' a 20 mg L
', con Multi-LEDs la remocion fue negativa. En el caso del fosfato, la remocion fue
positiva. Las eficiencias de remocioén reportadas en esta investigacién son: con C.
vulgaris e iluminacion Multi-LEDs con 1.32, 30, 41.73 y 66.33% para el amonio,
nitrito, nitratos y fosfatos, respectivamente; con luz blanca de 22.60, 83, 51.95 y

45% para el amonio, nitrito, nitratos y fosfatos, respectivamente. Con N. oculata e
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iluminacion Multi-LEDs con 12.50, 0, 0 y 24.96 % para el amonio, nitrito, nitratos y
fosfatos, con luz blanca 12.50, 0, 3.65 y 47. 48 % de amonio, nitrito, nitratos y
fosfatos. Calderini et al. (2021) realizaron un ensayo para eliminar compuestos
nitrogenados y fosfatados de un efluente de pez Laukaa cultivados en un sistema
de recirculacién utilizando tres especies de microalgas (Haematococcus pluvialis,
Monoraphidium griffithii y Selenastrum sp), como resultado obtuvieron una remocién
de PO4-P del 99% por M. griffithii y Selenastrum sp, menos del 75% por H. Pluvialis.
En la remocion de NO3-N: menos del 40% en las 3 especies. En cuanto a
densidad celular, eliminacién de nutrientes, acidos grasos y aminoacidos no hubo
diferencia, aunque H.Pluvialis disminuyo la cantidad de omega-3 y 6 en agua sin
filtrar. Con efluentes de aguas residuales municipales, Haritz y Takriff (2017)
mencionan que C. vulgaris es capaz de eliminar hasta un 99.7, 89.5, 92 'y 75.5% de
amonio, nitrogeno total, fosforo total y demanda quimica de oxigeno,
respectivamente, en 5 dias. Gil-lzquierdo et al. (2020) evaluaron la capacidad de
microalgas autéctonas en la eliminacion de contaminantes ambientales (nitratos y
fosfatos) y emergentes (simazina, atrazina, terbutilazina, adenosina e ibuprofeno)
presentes en las aguas residuales del cauce seco del rio El Albujon, para ello
utilizaron fotobiorreactores con microalga, como forma de minimizar el proceso de
eutrofizacion del Mar Menor, utilizando luz y temperatura ambiental. En particular,
evaluaron la capacidad de cuatro consorcios de microalgas recolectadas en
diferentes lugares de la laguna salada, de los cuatro consorcios de microalgas, el
consorcio 1 (Monoraphidium sp., Desmodesmus subspicatus, Nannochloris sp.) fue el
mejor en términos de productividad de biomasa (0.11 g L' d') y tasa de
crecimiento especifica (0.14 d'), proporcionando un 100 % de eliminacién de
contaminantes emergentes, y una maxima reduccidon en el consumo de
macronutrientes, especialmente nitratos y fosfatos, alcanzando niveles por debajo
de 28 mg L', es decir, una disminucion de 89.90% (nitratos) y 99.70% (fosfatos).
Con efluentes del sector ganadero y avicola, Lopez-Sanchez et al. (2022a)
realizaron una recopilacion de estudios sobre la eliminacibn de nutrientes

(nitrégeno y fosforo) y demanda quimica de oxigeno (DQO) donde encontraron:
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con Chlorella vulgaris una produccion de biomasa de 0.49-3.96 g L', remociones
de 25-99% de DQO, 50-98% de nitrégeno total y de 41-95% de fosforo total en
aguas residuales porcinas; 1.1756-1.869 g L' de produccion de biomasa,
remociones de 45-82% de DQO y 89% de fosforo total en aguas residuales de
aves de corral; 1.183 g L' de produccién de biomasa, 62-92% de DQO, 81-94%
de nitrégeno total y 85-94% de fosforo total en aguas residuales del ganado. Con
Nannochloropsis oculata se tienen reportes de 2.36-3.22 g L' de produccion de
biomasa, 64-86% de nitrogeno total y 99% de fésforo total en aguas residuales de
digestatos de cerdo. Asimismo, Lopez-Sanchez et al. (2022b) realizaron ensayos
para eliminar nutrientes (fosféro y nitrégeno) y materia organica utilizando
microalgas en efluentes digeridos anaerdbicamente (digestatos) del sector
ganadero (porcino, bovino y avicola), probaron tres microalgas Chlorella vulgaris,
Haematococcus pluvialis y Chlamydomonas reinhardtii. EI mejor resultado fue con C.
vulgaris como monocultivo en una mezcla de digestato de 0.125:0.4375:0.4375
(ADSW:ADPW:ADCW), lo que resulté en un crecimiento celular de 3.61x107+ 2.81
x 10° cel mL™", remociones de 85.00+1.58% de nitrogeno total, 65.69+3.05% de
fosforo total y 43.95+7.92% de DQO.

2.9 Analisis bioquimico

El analisis bioquimico de C. vulgaris y N. oculata cultivadas en medios establecidos
y efluentes es reportada por los siguientes autores: Paes et al. (2016) realizaron el
analisis bioquimico de microalgas marinas Chlorella sp y N. oculata en las fases de
crecimiento exponencial y estacionaria, cultivadas en medio Conway y limitacion
de nitrégeno a partir del dia 7, a 21° C, con una irradiancia de 350 pymol m2 sy
un fotoperiodo 12:12. Obteniendo para C. vulgaris 34.6% de proteina, 23.3% de
carbohidratos, 13.6% de lipidos en fase exponencial, 27.7% de proteina, 40.5% de
carbohidratos, 14.9% de lipidos en fase estacionaria; utilizando limitacion de
nitrégeno obtuvieron 35.8% de proteinas, 22.6% de carbohidratos, 13.9% de

lipidos en fase exponencial, 16.6% de proteinas, 54.5% de carbohidratos y 15.3%
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de lipidos en fase estacionaria. Para N. oculata obtuvieron 30.8% de proteina,
23.3% de carbohidratos, 18.5% de lipidos en fase exponencial, 26.1% de proteina,
29.3% de carbohidratos y 26.3% de lipidos en fase estacionaria, con limitacion de
nitrdgeno obtuvo 29.1% de proteina, 24.1 de carbohidratos y 17.8% de lipidos en
fase exponencial, 17.9% de proteina, 29% de carbohidratos y 33.7 % de lipidos en
fase estacionaria. Schulze et al. (2016) realizaron el analisis bioquimico de
Nannochloropsis oculata, con diferentes tipos de luces LED a 100 ymol m2 s,
medio de cultivo F/2 modificado, salinidad de 38 %o, con suministro del 5% de CO..
El analisis bioquimico se realizdé en fase estacionaria temprana, obtuvieron un
contenido 38-50% de lipidos, 30-57% de proteinas y 7-27% de carbohidratos. Con
efluentes de tilapia, Garatachia-Vargas (2018) realiz6 el analisis de carbohidratos
en C. vulgaris y N. oculata, con una irradiancia de 110 ymol m2 s*'y luz continua a
22 +2 °C, encontrando un contenido de carbohidratos de 47 y 53% en fase
exponencial para C. vulgaris y N. oculata, respectivamente. En fase estacionaria de
40 y 50% C. vulgaris y N. oculata, respectivamente. Con aguas residuales
municipales, Gil-lzquierdo et al. (2020) reportan el analisis bioquimico de un
consorcio integrado por Monoraphidium sp., Desmodesmus subspicatus, Nannochloris
sp., que fue el mejor para eliminar contaminantes emergentes, nitratos y fosfatos
de las aguas residuales del cauce seco del rio El Albujon. Encontrando 30.51% de
carbohidratos, 28.09% de lipidos y 13.59% de proteinas. Por ultimo, Kanna et al.
(2021) realizaron un estudio de revision de diferentes especies de microalgas y
reporta para C. vulgaris un contenido de 51.60% de proteinas, 12.30% de
carbohidratos y 4.22% de lipidos, destacando que no menciona fase ni medio de

cultivo.
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210 Biogas producido en diferentes ensayos e inéculos bacterianos
utilizados

En la produccién de biogas, se han realizado diferentes estudios para determinar
la factibilidad del uso de microalgas, el rendimiento y el costo-beneficio para ser
aplicados en diferentes disciplinas, asi como los pretratamientos utilizados. Alzate
et al. (2012) evaluaron el rendimiento de biometano utilizando lodos activados
(inéculo) de un digestor anaerobio a 35°C y como sustrato tres mezclas diferentes
de microalgas, microalga A (Mezcla 40% Chlamydomonas, 20% Scenedesmus, 40%
Nannochloropsis), microalga B (58% Acutodesmus obliquus, 36% Oocystis sp., 1%
Phormidium and 5% Nitzschia sp.) y microalga C (Microspora). La relacion S/l fue
de 1. Se probaron tres pretratamientos: hidrdlisis térmica (110, 140 y 170° C),
ultrasonido (10000, 27000, 40000 y 57000 kJ kg ST-') y pretratamiento bioldgico
(microaerdbicamente con aire atmadsferico en oscuridad por 12 horas a 55° C).
Con el pretratamiento ultrasénico a 10000-kJ kg ST-' se obtuvieron los siguientes
rendimientos de metano 310 + 6 mLCHs g VS, 209 + 7 mLCH, g VS'y 314 £ 8
mLCH4 g VS para las microalgas A, B y C, respectivamente, lo cual representa
en promedio un aumento del 13%, 5% and 23% comparado con el control que fue
biomasa no pretratada. Con hidrdlisis térmica, las productividades maximas de
metano para las microalgas A y B fueron 398 + 8 mLCH4 g VS y 307 + 4 mLCHs
g VS respectivamente, a 170° C. Con la microalga C, la maxima productividad
de metano fue de 413 £+ 5 mLCHs g VS a 110 C y la minima fue de 359 + 3
mLCHs g VS' a 170 C, cabe mencionar que con esta especie a mayor
temperatura se alcanzé una mayor solubilizaciéon pero el rendimiento de metano
disminuyo. Con el pretratamiento biolégico, se obtuvo un promedio de 257 + 4
mLCH4 g VS, 182 + 6 mLCH4 g VS, 266 + 3 mLCH. g VS, para las microalgas
A, B y C, respectivamente. Con el control (biomasa no pretratada) se obtuvo lo
siguiente 272 + 1 mLCH4 g VS, 198 £+ 9 mLCH4 g VS y 255 + 2 mLCH4 g VS
para las microalgas A, B y C, respectivamente. Este estudio es de vital importancia

y es un referente cuando se requiere aplicar un pretratamiento. Posteriormente,
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Alzate et al. (2013) realizaron ensayos para observar el rendimiento de biometano
utilizando lodos activados de un digestor anaerobio piloto a 35°C y como sustrato
biomasa de Nannochloropsis gaditana sin extraccion de lipidos (A) y con extraccion
de lipidos (B). Las condiciones que se utilizaron fueron mesofilica (35° C), buffer: 5
g de NaHCOs L, la biomasa utilizada fue cultivada en alto contenido de sal. Se
utilizé pretratamiento ultrasénico, biolégico y térmico. Los resultados obtenidos
fueron con biomasa A: 300 + 1 mLCHs g VS (control, biomasa no pretratada),
281 £ 10 mL CH4 g VS (U1), 274 £ 15 mL CH4 g VS (U2), 342 £+ 15 mL CHs g
VS (U3), 361 £+ 4 mL CH4 g VS (U4), 243 £ 1 mL CHs g VS (B1), 248 £ 4 mL
CH4 g VS (B2), 399 + 10 mL CH4 g VS (T1), 417 £ 2 mL CH4 g VS (T2) y (403
+ 12 mL CH4 g VS (T3); y con biomasa B: 331 + 1 mL CH4 g VS™' (control), 318 +
0 mL CHs4 g VS (U1), 348 £+ 7 mL CH4 g VS (U2), 356 + 6 mL CH4 g VS (U3),
382+ 10 mL CHs g VS (U4), 321 £ 12 mL CHs g VS (B1), 289 £ 4 mL CH4 g VS"
1(B2),381+9 mL CHsg VS (T1),362+0mL CHs g VS (T2)y 345+ 8 mL CH4
g VS (T3). Se observd con la biomasa A, un aumento mayor del 30% con
respecto al control con el tratamiento térmico, lo que no se pudo lograr con la
microalga B, asi mismo, se obtuvo una disminucion de la produccion con el
pretratamiento ultrasénico U1y U2 con la microalga A y U1 con la microalga B, un
aumento del 14 al 20% con U3 y U4 con respecto al control con la microalga A, y
del 15 % con U4 (microalga B). Nota: Ultrasonido: U1= 10000 kJ kg ST-!, U2 =
27000 kJ kg ST-', U3= 40000 kJ kg ST-', U4 = 57000 kJ kg ST'; pretratamiento
térmico: T1 =110+ 5°C (1.4 £ 0.2 bar), T2 = 140 + 4°C (4+0.2 bar), T3 =170 %
3°C (6.4 £ 1 bar); pretratamiento biologico incubados en oscuridad con agitacion a
55°C por 12 horas (B1) y 24 horas (B2). Lo observado anteriormente es un
referente para aplicar un pretratamiento a biomasa de microalgas del género
Nannochloropsis. Por otro lado, Gonzalez-Calzada (2016) realizd un ensayo de
produccion de biogas utilizando lodos digeridos no adaptado de una EDAR y como
sustrato microalgas (Scenedesmus, Diatomea, Chlorella 'y Monoraphidium)
provenientes de lagunas de alta carga del tratamiento secundario de una planta de

tratamiento de aguas residuales (PTAR) y un consorcio de cianobacterias-
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microalgas, donde la especie dominante fue Oscillatoria, en menor medida:
Chlorella y Monoraphidium, estas fueron cultivadas en un fotobiorreactor de 30 L,
en un tiempo de 8 dias. Los pretratamientos utilizados fueron: térmico (75°C por
24 h), termoquimicos con cal (CaO) a 75°C por 24 h con 4 y 10% en peso de
sélidos totales (ST) y sosa (NaOH) a 75°C por 24 h con 4 y 10% en peso de ST.
El mejor resultado se obtuvo con sosa al 10% con un rendimiento de metano de
258 + 3 mL g ST' y 161 + 80 mL g ST' con microalgas y cianobacterias,
respectivamente. Con el control se obtuvo 148 + 16 mL g ST-! (microalgas) y 140
+4 mL g ST (cianobacterias). Se desestimé la adaptacion, la relacion utilizada fue
de 0.5 g SVsustrato:1 g SVinsculo, S€ utilizéd bicarbonato sédico como buffer. Al final
encontré que, el tratamiento térmico aplicado no produjo una buena solubilizacion
de las microalgas, ante su efecto insignificante sobre la mejora de la solubilizacién
o la produccion de metano de las microalgas y cianobacterias no existe una
justificacion para aplicar este pretratamiento. Al mismo tiempo, Caporgno et al.
(2016) realizaron ensayos para observar el rendimiento de biometano utilizando un
lodo digerido mesofilo de una EDAR municipal y como sustrato dos microalgas (C.
vulgaris y Nannochloropsis oculata), las proporciones sustrato/inéculo fueron de 1:4,
1:2 'y 1:1, de acuerdo con este orden los resultados fueron: con N. oculata 278, 275
y 282 mL CH4 g ST'; con C. vulgaris, 229, 223 y 222 mL CHs g ST'. Con lo
obtenido anteriormente se utilizaron la proporcion sustrato/indculo 1:2 para realizar
ensayos con biomasa a la cual se extrajeron lipidos con hexano y methanol:
hexano. Los resultados fueron: con C. vulgaris 219 + 9 mL CHs g ST (Sin
pretratamiento), 202 1 mL CHs g ST' (hexano) y 200 #4 mL CHs; g ST
(metanol:hexano); con N. oculata 253 +11 mL CH4 g ST (sin pretratamiento), 313
9 mL CHs g ST' (hexano) y aproximadamente 249 mL CHs g ST
(metanol:hexano). La condicién utilizada fue mesofilica (33°C). Se observé un
aumento en la produccién de biometano solo con el pretratamiento con hexano en
N. oculata. Después, Cordova et al. (2017) realizaron una recopilacion de estudios
sobre el rendimiento de biometano utilizando microalgas como sustrato y enzimas

en el pretratamiento, en este caso no se menciona la fuente del consorcio
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bacteriano. Los rendimientos de metano fueron los siguientes: 1545 mL CHs g VS~
' con Arthrospira mdxima y enzima Lipomod™ 957 (esterasa, proteasa), 415 mL
CH4 g VS con Chlorella sp. y enzima hidrolitica de la bacteria Bacillus licheniformis,
600 mL CH4 g VS con Chlorella vulgaris y enzima alcalasa 2.5 L (proteasa), 150
mL CHs g VS’ con C vulgaris y enzima viscozyme (B-glucanasa, celulasa,
xilanasa), 1425 mL CHs g VS con Scenedesmus obliquus y enzima Depol™ 40 L
(celulasa, endogalactouronasa), 521 mL CHs g VS con Botryococcus braunii y
extracto enzimatico de Anthracophyllum discolor 1000 U/L. Candia-Lomeli, (2018)
realizd un ensayo de producciéon de biometano utilizando un lodo granular
anaerobio de un reactor UASB a nivel industrial que trata vinazas tequileras, como
sustrato utilizé biomasa de Scenedesmus obtusiusculus. Utilizé dos pre-tratamientos
el primero con PHA (peroxido de hidrogeno alcalino) pH 1 y el segundo con NaOH
4M en condiciones mesofilicas (37 °C). Los resultados obtenidos con PHA fueron
de 320.6 mL CH4 g VS, el porcentaje de metano fue de 70.5% del rendimiento
tedrico de CH4. Con NaOH 4M, se obtuvo 227 mL CHs g VS y corresponde a un
67.5% del rendimiento tedrico. El inéculo utilizado fue aclimatado con glucosa y
acetato, después a un pH de 7 a 9 (condiciones alcalinas). Los perfiles de
produccion de metano se ajustaron al modelo de Gompertz modificado. Sakarika &
Kornaros, (2018) realizaron un ensayo sobre el rendimiento de biometano
utilizando un lodo mesofilico de una planta de tratamiento de aguas residuales y
como sustrato biomasa de Chlorella vulgaris sin pre-tratar en condiciones
mesofilicas (35 °C) obteniendo un rendimiento de 360.9 + 20.2 mL de CH4 g VS
Con macroalgas, Astorga et al. (2019) realizaron un ensayo sobre la produccién
de biometano utilizando como sustrato macroalgas cultivadas en aguas residuales
urbanas y como fuente de microorganismos excreta de cerdo en condicidon
mesofilica (35°C) por 40 dias, de lo cual obtuvieron una produccion de 152.7 mL
CHs g SV, se observé una fase de adaptacion de 14 dias, una fase exponencial
del dia 14 al 26. En estudios recientes, Moungmoon et al. (2020), estudiaron el
cultivo de microalgas en agua residual de un digestor de biogas de estiércol de

pollo para reducir los nutrientes y producir glicolato de manera eficiente. En este
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estudio se cultivaron dos cepas de microalgas (Acutodesmus sp. AARL G023,
Chlorella sp. AARL G049) y dos consorcios de microalgas en diluciones de 0.5
veces (W50), 0.75 veces (W75) y agua residual sin diluir (W100). Los resultados
mostraron que el consorcio de microalgas con aguas residuales sin diluir
(WCW100) estaba formado por Leptolyngbya sp. (30,4%), Chlorella sp. (16,1%) y
Chlamydomonas sp. (52.2 %), el cual revel6 la mayor productividad de biomasa con
0.064 + 0.015 g L-'d™" y la mayor productividad de glicolato con 5.12 + 0.48 mmol
L-'d™". El cultivo de microalgas redujo efectivamente los niveles de nitrégeno
amonico (NH4*-N) y fésforo reactivo soluble (PRS) en las aguas residuales en 43.5
£+ 13 %y 49.6 £ 6.9 %. Ademas, WCW100 mostré la mayor productividad de
biogas con 1.44 + 0.07 mL g™'d™" y el mayor contenido de metano con 58.3 *
6.0 % v/v. Este estudio indica que existe un potencial definido para usar aguas
residuales sin diluir en la produccion de biomasa de microalgas y produccion de
glicolato que puede reducir el volumen de aguas residuales y aplicarse como
materia prima para la produccion de metano. Hu et al. (2021) evaluaron el
rendimiento de metano, las eficiencias de conversion de energia, la cinética de
digestion y deshidratabilidad del digestato, con la microalga filamentosa Tribonema
sp., como una alternativa de sustrato para la digestion anaerdbica (DA) usando
como inoculo estiércol porcino. El uso de la microalga mejord sustancialmente el
rendimiento de metano, la cinética de DA y la deshidratabilidad del digestato. El
rendimiento del metano oscilé entre 2 y 27.4 % con una eficiencia de conversion
de energia del 81% con la relacién de mezcla in6culo: sustrato 1:1 (base SV). La
cinética de DA mejoré segun lo indicado por el aumento de las constantes de
velocidad de hidrélisis y la disminucion del tiempo de retraso. Por otra parte, la alta
productividad de biomasa de las microalgas (0.441 g L' d') en digestato liquido
permitié la produccién sostenible de bioenergia a través del reciclaje de nutrientes.
Oleszek y Krzeminska, (2021) investigaron la influencia del pre-tratamiento
ultrasénico de la biomasa de Chlorella vulgaris y Parachlorella kessleri, especies de
pared rigida y alto contenido de proteinas, y su factibilidad en la produccién de

biogas. El inoculo utilizado se obtuvo de una planta local de biogas a gran escala.
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Los ensayos anaerobicos se llevaron a cabo por lotes de biomasa de algas pre-
tratadas y no tratadas en condiciones mesofilicas (37° C), de acuerdo con el
método descrito por Oleszek y Kozachok (2018). Los fermentadores fueron
eudiometros con un volumen de 1 L. Los sélidos totales (ST) de la masa en
fermentacion se establecidé en 3%, en una relacion de solidos volatiles inoculo a
sustrato de 2:1. El volumen de biogas del blanco se rest6 del volumen de biogas
de la muestra analizada y se expreso en rendimiento de biogas en condiciones
normales (1013 mbar, 273 K). Los resultados mostraron que el pre-tratamiento
ultrasonico de la biomasa rica en carbohidratos de P. kessleri provocd una
disminucioén significativa en el contenido de carbohidratos complejos estructurales
y cambios positivos en el curso del proceso de fermentacién del metano. Por el
contrario, el pre-tratamiento de biomasa alta en proteina de C. vulgaris influyo
negativamente en la fermentacién de metano debido a la agregacién de proteinas
y la formacion de un grupo NH: libre. El rendimiento final de biogas de P.kessleri
aumento de 483.0 + 7.2 dm3 kg™ ST a 502.4 + 5.7 dm® kg™ ' ST, y el rendimiento
de metano disminuyo ligeramente de 296.2 + 4.3 dm® kg™ ' ST a 291.1 + 8.4 dm?
kg~ ' ST. El rendimiento final de biogas y metano de C. vulgaris disminuyd
ligeramente de 491.1 £ 16.6 dm3 kg™ ' ST a 487.3 + 48.5 dm3 kg™ " ST, y de 304.6
+8.2dm3 kg™ ' ST a 297.6 + 24.2 dm® kg™ ' ST. Conversion (1 dm3=1L). Gonzalez
et al. (2022) evaluaron la produccion y calidad de biogas a partir de cuatro
biomasas: microalgas (BM), sorgo (S), rastrojo de maiz (RM), aceite de colza (AC)
en un proceso de digestion anaerobia realizado en dos reactores discontinuos (6 L)
y planta piloto (1.5 m®) agitado. La digestion anaerobia se llevd en condiciones
mesofilicas de 30 a 35 dias. La relacidon in6culo/sustrato fue de 1:1-2:1. Los
rendimientos de metano fueron de 306, 345, 419y 740 NL kg SV-! para BM, RM, S
y AC, respectivamente, en pruebas de laboratorio, mientras que en plantas piloto
fueron de 182, 151, 397 y 655 NL kg SV-'. El porcentaje de CH4 en el biogas fue
del 49 al 60 %. Se aplicaron modelos de primer orden, Gompertz Modificado y
Cono para evaluar los parametros cinéticos sobre el metano producido en los

ensayos discontinuos y en planta piloto, obteniendo un excelente ajuste.
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2.11 Modelos cinéticos aplicados en la digestion anaerobia (DA).

Los modelos cinéticos se han utilizado en procesos de DA para comprobar las
hipdtesis iniciales, evaluar los resultados experimentales, controlar y predecir el
rendimiento del proceso, son un paso necesario para el disefio vy
dimensionamiento adecuado de los sistemas de DA. Gurung y Oh (2012) aplicaron
el modelo de Gompertz modificado para evaluar la produccion de biometano
utilizando como sustrato Estrella de mar y lodos de una planta de digestion de
lodos anaerobios (pH 8.2) con una proporcién 1:1, a 35°C, obtuvieron el maximo
potencial de CHs de 617 mL de CHs g SV-! al final del tiempo de incubacién (60
dias), con un tiempo de adaptacion (A) de 25.44 dias y una Rmax de 18 .43 mL de
CH4 g SV-'. Zhao et al. (2019) evaluaron la produccion de biometano con el
modelo de Gompertz Modificado, utilizaron residuos de cocina (KW) y lodos
activados de un digestor anaerobio mesofilico (308 K= 34.85°C) (WAS) en una
proporcion WAS: KW 1:2, obteniendo un volumen final de 1324 a 1480.7 mL de
CH4 g SV' con una dosificacion de bentonita de 1-2 g g SV-' con un tiempo de
retencién de 40 dias. Las constantes obtenidas con el ajuste del modelo fueron
una Rmax de 37-50.9 mL de CHsd"", A de 4.3-1.4 dias y una R? > 0.991. Guo et al.
(2020) evaluaron el efecto de la DA de estiércol de cerdo con lignito a 37 °C, utilizé
el modelo cinético Gompertz que se ajustdé bien en la produccién de metano
(R*20.9863), este modelo de ecuacion estructural indico que el lignito tiene un
efecto indirecto en la produccién acumulada del metano. Pecar y GorSek (2020),
emplearon el modelo cinético de primer orden y Gompertz modificado para simular
la fermentacion anaerdbica de una mezcla de gallinaza con aserrin con paja de
trigo pre-tratada donde el R? méas bajo del modelo cinético de primer orden fue
0.9780 y para el modelo Gompertz 0.9713, esta diferencia se explica por la
aceleracion inmediata de la concentracion de metano al inicio de la fermentacion.
Lopez-Aguilar et al. (2021) evaluaron la produccién de biometano del sustrato
suero lacteo e inoculo adaptado (excreta de vaca) en una proporcion 1:1, la

produccion fue analizada con tres modelos (Aumento exponencial maximo,
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Gompertz Modificado y Richards Modificado), obteniendo el mejor ajuste con
Gompertz Modificado. El rendimiento acumulado fue de 11-15 cm?® (11-15 mL) de
CHa4g SV en un tiempo de retencién de 75 dias a temperatura ambiente (5-27°C).
Las constantes de Gompertz Modificado fueron una Rmax de 0.2793-0.5448 cm?
CH4 g SV, y una fase lag que vario entre 4.9 y 16.4 dias en proporciones 1:1 y
1:2, respectivamente. (Conversion 1 cm® = 1 mL de gas). Ali et al. (2020)
realizaron un analisis comparativo del rendimiento en la producciéon de metano de
5 modelos cinéticos (Gompertz, Logistico, Richards y redes neuronales de primer
orden) para predecir la tasa de produccién de metano en estiércol de ganado. Las
variables fueron el tiempo de fermentacion, la temperatura de digestion, la
temperatura del biogas, la temperatura del ambiente, el pH y la tasa especifica de
produccion de biogas. Los contenidos de solidos volatiles del estiércol de vaca y
oveja fueron (77.6 y 64.7 %, respectivamente), mientras que el potencial de
produccion de metano fue mayor con estiércol de vaca (673.44 mL CHs g VS™)
que con el de oveja (320.32 mL CH4 g VS™). Los coeficientes de determinacion (R?)
de todos los modelos coincidieron con los datos experimentales. Meneses-Quelal
et al. (2022) evaluaron la codigestion anaerdbica de estiércol de cuy (GP) con
residuos organicos andinos: amarantos (AM), quinua (QU) y trigo (TR) en
digestores discontinuos en condiciones mesdfilas durante 40 dias. ElI mayor
rendimiento de produccién de metano se obtuvo en una proporcion GP:AM (25:75)
y GP:QU (25:75) con 341.86 mL CHs g VS' y 341.05 mL CHs g VS
respectivamente. En la cinética de produccion de metano se utilizaron 5 modelos:
Gompertz modificado, ecuacién logistica, transferencia, Cono y Richards. En sus
resultados indicaron que el modelo de Cono se ajusté mejor a los valores
experimentales con los datos R?: 0.999 y RMSE (Error de raiz cuadrada media) de
1.16 mL CH4 g VS
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2.12 Balance energético

Un balance energético se entiende como una contabilidad del aporte y del
consumo de energia en un sistema. Algunas investigaciones realizadas en la
produccion de biometano nos mencionan el balance energético, en la mayoria se
tiene un balance negativo, sin embargo, nos dan un panorama de lo que se ha
realizado y como se pueden mejorar las investigaciones. Alzate et al. (2013)
mencionan que, para que un proceso sea autosuficiente en energia, la
concentracion minima de microalgas debe de ser de 84 g ST kg y 97 g ST kg
para Nannochloropsis A y B, respectivamente, esto es por la diferencia en su
productividad especifica de metano. En el caso de Nanochloropsis A fresca, es
probable que la concentracidn recolectada tipica sea inferior a 10 gST L, por lo
que es necesario aplicar un fuerte proceso de concentracion para lograr la
concentracion de hidrolisis térmica recomendada. Este proceso de pre-
concentracion implica un sobrecoste de operacidon. En el caso de la
Nannochloropsis B extraida, el proceso de extraccion lipidica implica una
concentracion previa a un nivel similar al requerido para la hidrdlisis térmica, sin
sobrecoste energético, se entiende que esta biomasa es un subproducto después
de la extraccion de lipidos. Villaraldo-Falfan (2018), menciona que los valores
energéticos que obtuvo en la produccion de biogas con desechos citricolas no
llegaron a satisfacer la energia consumida, puesto que la energia producida solo
cubre del 5.1 al 8% de la energia utilizada en el pre-tratamiento, en este caso el
aumento de temperatura a 90°C por 1 h. Panigrahi y Kumar-Dubey, (2019)
evaluaron un pre-tratamiento electroquimico con electrodos de grafito para pre-
tratar los desechos de jardin previo a la digestién anaerébica. Para determinar el
mecanismo de deslignificacion se investigaron las propiedades fisicas y quimicas
de los desechos de jardin sin tratar y pre-tratados. En la digestion anaerdbica
subsiguiente de desechos de jardin pre-tratados, se logré la produccién final de
biogas de 446 mL gSV-' en comparacion con los desechos de jardin no tratados

de 287 mL gSV-! en el dia 35 de la digestién anaerdbica. Una ganancia neta de
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energia de 4.75 kJ gSV-'! (energia de salida de 5.73 kJ gSV-' — energia de entrada
de 0.98 kJ gVS™") y una ganancia neta de US$ 7.4 por 1 tonelada de desechos de
jardin. Otros estudios, han investigado la viabilidad del uso de estiércol de
animales para la produccidn de biogas para generaciéon de energia limpia en
términos de ganancia de energia. Chen et al. (2021) evaluaron la factibilidad de
convertir el estiércol de pollo para la produccién de biogas en la regién de Rabat-
Sal’e-Zemmour-Zair de Marruecos. La digestiéon anaerobia del estiércol de pollo
ha llamado mucho la atencion en Marruecos debido a la creciente demanda de
pollo y huevos. La bioconversion de estiércol de pollo en biogas podria reducir la
cantidad de estiércol de pollo y generar energia limpia. El resultado mostré que
hubo una ganancia de energia de 1350 MJ por tonelada de estiércol de pollo seco
que se convirtié en biogas. La ganancia de energia aumenté a 3996 MJ/tonelada
de estiércol de pollo seco cuando se anadié paja de trigo para co-digerir.
Considerando la conversion de biogas obtenido para la generacion de electricidad,
hubo electricidad adicional para la venta después de restar la electricidad
consumida dentro de la industria avicola. En comparacion con la combustion
conjunta, la pirdlisis y la gasificacion, la digestion anaerobia del estiércol de pollo
fue superior en términos de ganancia de energia. Carrillo-Reyes et al. (2021)
evaluaron el efecto de diferentes temperaturas (35 °C y 55 °C) y tiempos de
retencién hidraulica (HRT) de 15 y 30 dias en la produccion de metano a largo
plazo utilizando agregados de bacterias y microalgas no pre-tratados como
materia prima. Esto debido a que se quiere observar si hay mejora en la ruta de
obtencion de biogas, sin agregar el pre-tratamiento a la biomasa a través del
aumento de la temperatura. Los resultados observados es que la transicion
termofila de inéculo a mesdfila al agregado microalga-bacteria incrementd 1.7
veces la producciéon de metano (0.41 m3 CH4 kg SV~') a TRH de 30 d. Se observo
una disminucidn sustancial en la diversidad de la comunidad microbiana presente
en el reactor anaerdbico, cuando se aplicaron condiciones termofilas, lo que
explica que es necesario el largo periodo de adaptacion. La evaluacién del

balance de energia mostré una relacion de energia neta positiva cuando el
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digestor se operd con un tiempo de retencion hidraulica (TRH) de 30 dias. Se
logré una relacion maxima de energia neta de 1.5 a temperatura mesdfila. Este
estudio demostrd, basado en datos experimentales, que la digestion de microalgas
con un TRH de 30 d favorece la autosostenibilidad energética en plantas de

tratamiento de aguas residuales con microalgas.

3. JUSTIFICACION

Veracruz es uno de los seis estados principales productores de tilapia
(Oreochromis niloticus), no se tiene informacion de si los efluentes descargados
tienen algun tratamiento, pues dependiendo de las tasas de recambio y la materia
organica disuelta puede causar contaminacion por nutrientes (eutrofizacion).
Ademas de que los productores tienen un importante desafio: el requisito de la
evaluacion de impacto ambiental (EIA), que es obligatoria para todas las
operaciones que pueden causar dafo a un ecosistema o poner en peligro una o
varias especies, esta tiende a ser costosa para los pequenos productores de
tilapia y muchas veces dificulta el establecimiento de nuevas operaciones (FAO,
2021). Con lo expuesto anteriormente, se buscan alternativas para utilizar los
efluentes acuicolas para obtener un beneficio, uno de ellos es utilizar estos
efluentes como medio para cultivar microalgas. Organismos unicelulares que
tienen por naturaleza incorporar nutrientes como fésforo y nitrégeno, asi como una
variedad de minerales, tienen una alta tasa de crecimiento y utilizan la energia del
sol, motivo por el que se consideran una alternativa de tratamiento. Por otro lado,
la biomasa de microalgas producto del cultivo puede utilizarse en la produccion de
biogas (metano y dioxido de carbono), obteniendo como subproducto un lodo que
puede utilizarse como fertilizante. El biogas estd tomando fuerza por ser un
combustible renovable al ser extraido de fuentes de materia organica producto de
desechos (domésticos, agroindustriales, aguas residuales) y por la consiguiente
disminucién de los combustibles fésiles, por lo tanto obtenerlo de esta forma

puede ser utilizado como insumo energético para la calefaccion, generacion de
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electricidad, o combustible para el transporte, en dado caso puede usarse para
generar energia dentro de la misma granja (el consumo de energia eléctrica
aunado con el alimento son de mayor costo) o puede ser comercializado. Por lo
cual, evaluar el cultivo de microalgas en un efluente residual acuicola proveniente
de un cultivo de tilapia para la produccion de biogas y su eficiencia en la remocién
de compuestos nitrogenados en granjas experimentales de tilapia del ITBOCA, en
la zona centro del estado de Veracruz es de suma importancia para dar un plus a

las granjas acuicolas en lo relacionado al impacto ambiental, social y econémico.

4. HIPOTESIS

Los efluentes residuales acuicolas contienen una gran cantidad de compuestos
nitrogenados, por lo que se espera que las microalgas cultivadas en este medio
sean capaces de incorporarlos y que presenten una composicién bioquimica

adecuada para producir biogas.
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5. OBJETIVOS

General
Evaluar el cultivo de microalgas en un efluente residual acuicola proveniente de un

cultivo de tilapia, su eficiencia en la remocién y aprovechamiento de nutrientes,
composicidén bioquimica y la biomasa producida como sustrato en la produccion de

biometano.

Objetivos especificos

1. Evaluar la produccién y productividad de biomasa de Chlorella vulgaris y
Nannochloris oculata cultivadas en un efluente residual acuicola en dos

condiciones de irradiancia.

2. Determinar la eficiencia de remocidén de compuestos nitrogenados, fosfatos y

DQO en cultivos microalgales.
3. Determinar la composicion bioquimica de las microalgas producidas.

4. Evaluar la produccion de biometano durante la digestion anaerobia de
biomasa microalgal-excreta de cerdo como sustrato-indculo en condicion

mesofilica.

6. AREA DE ESTUDIO

El presente estudio se realiz6 en dos etapas 1) Etapa |: caracterizacién del
efluente, propagacion de cepas, ensayo en 6 litros, analisis bioquimico y
produccion de biomasa en 200 litros 2) Etapa Il: caracterizacion del sustrato e
in6culo bacteriano y ensayo de produccion de biogas. La Etapa | se realizé en el
Laboratorio de Biotecnologia de Microalgas y Bioenergias y Laboratorio de
Alimento vivo del Instituto Tecnoldgico de Boca del Rio (Fig. 6). La Etapa Il se
realizd6 en el area destinada al proyecto biogas-biometano del Laboratorio de

Ecologia y Quimica (Fig. 7) del Instituto Tecnolégico de Veracruz (ITVER).
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Fig. 7 Area destinada al proyecto biogas-biometano del Laboratorio de
Ecologia y quimica del ITVER.
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7. MATERIALES Y METODOS
7.1 Diseno experimental

Etapa I: Cultivo de microalgas en fotobiorreactores 6 L.

El disefio experimental para las cinéticas de crecimiento fue un analisis factorial 24,
donde los factores fueron: A) microalgas, B) medios de cultivo, C) Irradiancia y D)
fases de crecimiento, todo por triplicado (Tabla 3). En el disefio del analisis
bioquimico, remocion de compuestos, produccion y productividad de biomasa, se
utilizé un modelo 2 por bloques al azar (Tabla 4), los factores fueron A)
microalgas, B) Irradiancia y C) fases de crecimiento. Las determinaciones se
realizaron en las fases de crecimiento exponencial y estacionaria en

fotobiorreactores de 6 L.

Tabla 3. Disefio para las cinéticas de crecimiento.

Variable
A B ¢ D respuesta
. . Fase de Densidad
. . Irradiancia ..
Microalgas Medio (imol m? s) crecimiento celular
H (cel mL")
EXP
MBB 40.5 EST 1,2,3
Efluente 405 EXP 12,3
. EST
C. vulgaris EXP
MBB 729 EST 1,2,3
EXP
Efluente 72.9 EST 1,2,3
EXP
MBB 40.5 EST 1,2,3
Efluente 405 EXP 12,3
EST
N. oculata EXP
MBB 729 EST 1,2,3
EXP
Efluente 72.9 EST 1,2,3

MBB: Medio Basal Bold

44



Tabla 4. Disefio experimental para el cultivo de microalgas.

A) Microalgas C. Vulgaris

B) Irradiancia

(umol m2 &) 40.5 72.9

C) Fase de crecimiento EXP EST EXP EST

Variables respuesta

N. oculata

40.5 72.9

EXP EST EXP EST

Proteinas (%) 1,23 123 123 123
Carbohidratos (%)
Lipidos (%)
Produccién (g L)
Productividad (g L' d)
Eficiencia de remocion
(n, %)

1,23 123 123 123

Etapa Il. Digestion anaerobia

En el ensayo de produccién de biometano se utilizd un modelo 22 por blogues al

azar, donde los factores son A) microalgas y B) Fases de crecimiento, la

combinacioén de factores se muestra en la la Tabla 5.

Tabla 5. Disefio experimental para la digestion anaerobia.

Microalgas Chlorella vulgaris Nannochloris oculata
Fase de

. EXP EST EXP EST
crecimiento
Biogas 1 1 1

(NmL) 2 2
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7.2 Desarrollo experimental

Etapa |. Las actividades se realizaron en el siguiente orden: 1) Caracterizacion y
eleccion del efluente residual acuicola, 2) propagacién de cepas) 3) evaluacion del
crecimiento microalgal en dos condiciones de iluminacion y medicion de
parametros (compuestos nitrogenados, fosfatados y materia organica), 5)
Determinacion de proteinas, carbohidratos y lipidos, 6) Produccién de biomasa en

fotobiorreactores de 200 litros con una irradiancia de 72.9 ymol m2 s,

Etapa 2. Las actividades se realizaron en el siguiente orden: 1) caracterizacién del
sustrato e inéculo, 2) pretratamiento del sustrato, 3) Ensayo de produccion de

biometano por digestion anaerobia en un tiempo de 60 dias por ensayo.

7.3 Etapa I. Caracterizacion del efluente y cultivo de microalgas.

7.3.1 Caracterizacion y eleccion del efluente residual acuicola.

Se recolectaron dos efluentes de tilapia (Oreochromis niloticus y O. niloticus rocky
mountain var. blanca) de los estanques de tilapia de los invernaderos ubicados en
el Instituto Tecnolégico de Boca del Rio (Fig. 8). El efluente fue sedimentado por
24 horas, se retir6 la materia organica y microalgas, se filtr6 a través de una
columna con tela poliéster en la parte superior y con papel filtro y malla de 100 pm
en el fondo. Después del filtrado se realizo la esterilizacion quimica utilizando 1 mL
de cloro comercial por litro de efluente, para la neutralizacién se utilizé 0.5 gramos
de Tiosulfato de sodio (Na2S203.5H20) por litro de efluente, manteniendo durante
24 h aireacion constante para poder realizar la siembra (Fig. 9). El efluente fue
caracterizado antes y después de la esterilizacién, determinando la concentracién
inicial de NO2-N, NOs-N, NH3-N y PO42 usando un Fotémetro Multiparamétrico
HANNA (Modelo HI83099).
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Fig. 8 A) Efluente residual de tilapia Oreochromis niloticus (ETE1), B) Efluente
crudo 2 de 0. niloticus rocky mountain var. Blanca (ETEZ2).
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Fig. 9 A) Bidon con efluente, B) Sedimentacion, C) Retiro de materia
organica/microalgas, D) Filtro, E) Efluente filtrado y esterilizado.

7.3.2 Cultivo de microalgas.

Se utilizaron dos cepas de microalgas dulce acuicolas: Chlorella vulgaris, y
Nannochloris oculata (adaptada al agua dulce), ambas pertenecientes a la
coleccidon de microalgas del Laboratorio de Biotecnologia de Microalgas y
Bioenergias.

Los cultivos se iniciaron con indculos de ambas microalgas C. vulgaris y N. oculata
en un volumen de 200 mL en medio Basal Bold (Stein, 1979) a 22 + 2.0 °C (Fig.
10), se cultivaron bajo un fotoperiodo de 24 horas de luz, sin aireacion en una
camara de luz a 40.5 ymol m? s, la irradiancia fue calculada de las mediciones
obtenidas con un luxémetro (Medidor digital de luminosidad) STEREN HER-408.
Posteriormente se hizo el pase de cepas a diferentes volumenes de crecimiento
(500, 1000 y 6000 mL), con una siembra inicial de 1x108 cél mL™", llevando a cabo
conteos de densidad celular, utilizando una camara de Neubauer ISOLAB por el
método de Pica-Granados et al. (2004).
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7.3.3 Determinacion de las fases de crecimiento.

Las microalgas se sembraron en un volumen de 1000 mL, con una siembra inicial
de 1x10° cél mL", en efluente donde se agregdé metales traza y vitaminas para el
optimo crecimiento de las microalgas y medio Basal Bold (MBB) como control (Fig.
11), el conteo de células se realizé utilizando una camara de Neubauer ISOLAB
por el método de Pica-Granados et al. (2004), a 22 + 1.0 °C, con un fotoperiodo de
24 horas luz en dos condiciones de iluminacion: 40.5 ymol m2 sy 72.9 ymol m

s,
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Fig. 11 Cinéticas de crecimiento A) Chlorella vulgaris, B) Nannochloris oculata.

7.3.4 Cultivo de microalga en fotobiorreactores de 6 L para determinacién de
eficiencia de remocion de compuestos nitrogenados y composicion
bioquimica.

Los fotobiorreactores (unidades experimentales) se llenaron con 6 L de efluente
del cultivo de tilapia previamente caracterizado y esterilizado. Después se inoculd
con 1x10% cel mL"' (Fig. 12), el inoculo se tomé de los cultivos continuos
preparados anteriormente en matraces de 1 L en fase exponencial con las

microalgas C. vulgaris y N. oculata, de acuerdo con el disefio experimental
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propuesto. El volumen del inoculo se determind por medio de conteo celular
mediante la camara de Neubauer (Pica-Granados et al. 2004), utilizando la

ecuacion Ec.5.

Dénde:

V1: Volumen de operacién en el reactor (6000 mL)

C+: Densidad celular inicial en el reactor (1x10° cel mL")

V2: Volumen de inoculo requerido para el reactor (mL)

C2: Densidad celular del inoculo en el momento de realizar la inoculacién al reactor

(cel mL1).

N. oculata C. vulgaris
Fig. 12 Cultivo de microalgas en fotobiorreactores de 6 L.

Para determinar la eficiencia de remocién de los compuestos nitrogenados,
fosfatados y material organico, se tomaron muestras de 50 mL cada tercer dia
después de iniciado el cultivo para su caracterizaciéon y evaluar la cantidad de
NO2-N, NOs3-N, NHs-N, POs3 y DQO removidos del efluente de tilapia por las
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microalgas. La muestra se centrifugd a 3500 rpm por 15 min y se utilizd el
sobrenadante. Los reactivos utilizados para medir los parametros (nitrito, amonio,
nitrato, fostato y DQO) se muestran en la Tabla 6. Para las lecturas en el fotometro
se utilizaron cubetas de vidrio HI731315, en las cuales se colocd la muestra y se
agrego el reactivo correspondiente, se agitd suavemente y se colocé en el
Fotometro Multiparamétrico HANNA HI83099, previamente calibrado con agua
desionizada (Fig. 13). En el caso del DQO, se tomaron 2 mL de muestra y fueron
vertidos en los viales con rosca que contenian el reactivo liquido en una
inclinacion de 45 grados, después se cerraron. Para el blanco se utiliz6 agua
desionizada. Se utilizé un reactor COD marca HANNA modelo HI 839800, que fue
precalentado y una vez alcanzado los 150°C se insertaron los viales y se dejo por
2 horas. Al término de este tiempo se apagd y se dejo enfriar por 20 min, se
retiraron y se colocaron cuidadosamente (sin agitar) en una parrilla para que se
enfriaran a temperatura ambiente, después se leyd en el Fotometro
Multiparamétrico. El pH fue medido con un potenciometro Science MED BM-25CW
(MICROPROCESSOR pH/mV METER).

Tabla 6. Reactivos utilizados para medir los parametros nitrito, amonio, nitrato,
fosfato y DQO.

Rangos aplicados a

Parametro Reactivos
acuacultura
Amonio HI93715A-0 )
Rango medio
HI93715B-0
Nitrito HI93707-01 Rango bajo
Nitrato H193728-01 -—
Fosfato HI93717A-0
Rango alto
HI93717B-0

DQO HI93754B-25 Rango medio
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La eficiencia de remocion (n, %) expresada en % se determin6 con la ecuacién
Ec.6:

Donde:

N: Eficiencia de remocion (%).

Pi: Concentracion inicial (dia 0) del compuesto.

Pf. Concentracion final (cada tercer dia del cultivo).

Se realizaron cosechas de 800 mL en las fases de crecimiento exponencial y

estacionaria, las cuales fueron conservadas en refrigeracion a 4°C hasta su uso.

Fig. 13 Procedimiento para calcular la eficiencia de remocién de compuestos
nitrogenados, fosfatos y DQO. A) Cosecha, B) Centrifuga, C) Sobrenadante y D)
Medicion de parametros.
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7.3.5 Determinacion del contenido, produccién y productividad de biomasa.

Se utilizaron muestras de 800 mL (previamente cosechadas) por triplicado de
todos los tratamientos en la fase exponencial y estacionaria correspondiente a la
cinética de crecimiento, estas se conservaron en refrigeracion por 5 dias, la
microalga fue sedimentada por lo que se retiré el medio y el concentrado de
microalgas se vacio en tubos falcén de 50 ml, este fue centrifugado en una
centrifuga CRM GLOVE CENTRIFICIENT IV a 3500 rpm por 15 minutos,
después se retird el exceso de medio y se conservo la pastilla de microalgas.
Para el filtrado se utilizé6 una membrana (papel filtro) de 110 mm de diametro
marca Whatman, esta fue secada en una estufa (incubadora) ARSA AR 130-D a
60°C por 24 horas y llevada a peso constante, utilizando una balanza analitica VELAB

VE-210, el peso fue registrado (peso membrana seca, Pms en mg) (Fig. 14).

Fig. 14 Proceso para la determinacion de peso seco, A) Muestras, B) Centrifuga,
C) Filtrado, D) Biomasa seca.
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El filtro fue colocado en un filtro de vacio conectado a una bomba de vacio
ROCKER 800, una vez terminado la membrana fue colocada en la estufa de
secado por 24 horas a 60°C, y llevado a peso constante. El peso seco de la
membrana mas microalgas filtradas (Pmms en mg) fue registrado. Se aplico la
siguiente ecuacion (Ec. 7) para determinar la biomasa en base seca (BS) en mg
mL".

gl (= () Ec. 7

Para la productividad se utilizo la Ec. 8.

PBD =PB/DC Ec. 8

Donde:

PB: Produccion de biomasa (mg L)

PBD: Productividad de biomasa (mg L' d)

Pms: Peso de membrana seca (mg)

Pmms: Peso de membrana seca con microalgas (mg)
DC: Dias de cultivo (d)

7.3.6 Analisis bioquimico
7.3.6.1 Determinacion de lipidos por el Método Soxhlet

La cantidad de biomasa obtenida de cada tratamiento (fotobioreactores)
previamente seca y pesada (m) se sometid a una extraccion con una mezcla
cloroformo/metanol (1:2 v/v) por el método Soxhlet (Halim et al. 2012). Los
matraces de extraccion se lavaron y enjuagaron utilizando agua destilada. Se
secaron durante 24 horas a 60 °C. Una vez seco se registro el peso del matraz

(M1). Se colocé el matraz en el sistema Soxhlet y se adicion6 la mezcla del
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solvente al matraz. Se realizé la extraccidn de la muestra, realizando 5 reflujos a
una velocidad de goteo constante. Una vez terminada la extraccion se recupero
la mayor cantidad de solvente por destilacion. Se realizé el secado del matraz
con la grasa en una estufa a 60 °C durante 24 horas, se dej6 enfriar dentro de
desecador adicionado de silica gel y finalmente se registro el peso (M2). Se
realizaron los calculos pertinentes para conocer la cantidad de lipidos extraidos

con la ecuacion Ec. 9.

JHE_JHJ. X 10["

% grasa cruda = ML et —————— Ec.9

Donde:
m: peso de la muestra
My: tara del matraz

M.: peso matraz con grasa
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7.3.6.2 Determinacion de proteinas

Curva de calibracién

Se prepard una solucion madre a una concentracion de 200 mg L' de albumina de
huevo (ovalbumina, marca Golden Bell ®), utilizando en este caso 100 mg de
albumina aforados a 500 mL de agua destilada, las mediciones se realizaron a 595
nm con un espectrofotdmetro Thermo Scientific Marca Genesys Modelo 10 S UV-

VIS obteniendo como resultado la Tabla 7, Fig. 15 y Fig. 16.

Tabla 7. Elaboracion de la curva de calibracion de proteinas.

Tubo Soluc_:ién de NaOH 0.1 Concentracion Lectura
albumina (mL) N (mL) (ng mL) (595 nm)

Blanco 0.000 1.000 0 0.000

1 0.005 0.995 1 0.020

2 0.010 0.990 2 0.030

3 0.020 0.980 4 0.016

4 0.030 0.970 6 0.030

5 0.050 0.950 10 0.062

6 0.100 0.900 20 0.101

7 0.200 0.800 40 0.212

8 0.300 0.700 60 0.299

9 0.500 0.500 100 0.368

10 1.000 0.000 200 0.659
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Curva de calibracion

y = 0.0033x + 0.0299
R?=0.9746

A 595 nm

T T T T I 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Albumina de huevo (ug mL-)

Fig. 15 Curva de calibracion de proteinas utilizando la absorbancia (595 nm) como

variable dependiente.

Fig. 16 Muestra de los tubos de ensayo para la calibracion de proteinas
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Procedimiento para el calculo de proteinas por el método de Bradford
modificado (Arredondo-Vega & Voltolina, 2007).

Se realizé la cosecha de la biomasa microalgal, un volumen de 800 mL, se
sedimentd por 6 dias a 4°C en un refrigerador, una vez sedimentada la microalga,
se retiro el sobrenadante y se centrifugd en una centrifuga CRM GLOVE
CENTRIFICIENT IV a 3500 rpm por 15 minutos, después se homogeneizé a 50
mL y se congel6 a -20°C hasta su uso. En el momento de la determinacién de
proteina se descongeld, se homogeneizd y se utilizaron 2 mL de microalga
concentrada por triplicado, las cuales fueron puestas en tubos de ensayo lisos, se
agrego 5 mL de solucion de NaOH 0.1 N y se incubd a 100° C por 20 min en un
bano Maria THERMOSTHAT WATER BATH, marca CIVEQ ®, modelo HH-2, una
vez terminado el tiempo se sacaron los tubos de ensayo y se enfriaron en agua
con hielo, una vez frio se sonicé a 40 kHz en 2 ciclos de 5 min en un sonicador
marca BRANSON, modelo 1800. Una vez terminado, la muestra se vacio en tubos
ependdorf y se centrifugd a 10000 rev/min por 10 minutos a 10° C en una
centrifuga de mesa refrigerada PIFIT 1681. Después el sobrenadante se agrego a
tubos de ensayo de rosca limpios, de este sobrenadante se tomé 1 mL y se
agregod a otro tubo de ensayo, a este ultimo se agregd 5 mL de la solucion de
Bradford, se esperé 10 min, se vertié en celdas de cuarzo y se leyo a 595 nm en
un espectrofotometro Thermo Scientific Marca Genesys Modelo 10 S UV-VIS (Fig.
17). Nota: El blanco se preparé con 1 mL de NaOH 0.1 N mas 5 mL de solucién de
Bradford, se esperé 5 minutos y se ley6 en el espectrofotometro. El calculo del

contenido de proteinas se realizé por medio de la ecuacion de la recta (Fig. 15).
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Fig. 17 Procedimiento para el célculo de proteinas. A) Bafio Maria, B)
Microalgas después de la incubacién a 100°C, C) Sonicador, D) Centrifuga, E)

Microalgas con la solucién de Bradford, F) Espectrofotometro.
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7.3.6.3 Determinacion de carbohidratos

Para la medicion de carbohidratos, primero se realizé la curva de calibracion

(Tabla 8, Fig. 18 y Fig. 19), preparando una solucibn madre de glucosa

(Dextrosa anhidra) a una concentracion de 100 mg L.

Tabla 8. Curva de calibracién de carbohidratos utilizando Glucosa Anhidra.

Soluciéon de

Concentracion

Absorbancia

Tubo destilada glucosa (uL) H2S04 (315 nm)
Blanco 0 0 0 3 0
1 975 25 25 3 0.149
2 950 50 5 3 0.150
3 900 100 10 3 0.195
4 850 150 15 3 0.207
5 800 200 20 3 0.237
6 700 300 30 3 0.348
7 400 600 60 3 0.541
Curva de calibracién
0.600
0.500
0.400 - y =0.0071x + 0.1173
R2=0.9887
=
C
© 0.300
[90]
<
0.200 A
0.100 A
0.000 T T T T 1
0 10 20 40 50 60

Glucosa (ug mL-1)

Fig. 18 Curva de calibracion de carbohidratos utilizando la absorbancia (315

nm) como variable dependiente.

61



Se inicia agregando el agua destilada, después la soluciéon de glucosa, y por
ultimo se agrega el H,SO4 concentrado, se incuba por 5 minutos a 90° C, se enfria

en agua con hielo, posteriormente se lee en el espectrofotometro.

Fig. 19 Tubos de ensayo de la calibracion de carbohidratos.

Procedimiento para la mediciéon de carbohidratos en microalgas

Como la muestra de microalgas estaba en congelacién (-20° C), se descongel6, se
agitdé hasta homogeneizar. Se utilizé el método acido sulfurico-UV (Lopez-Legarda
et al. 2017). Se vertieron 2 mL de microalga concentrada por triplicado en tubos de
ensayo, se agregoé 1 mL de HzS04 1M, se sonico por 5 minutos y se agrego 4 mL
mas de H;S0s 1M. Los tubos de ensayo se incubaron a 100 °C por 60 minutos, al
término se retiraron y se enfriaron, después la muestra se vacid en tubos
eppendorf y se centrifugé a 4000 rev/min por 15 minutos a 10 °C. Una vez
terminado, el sobrenadante se vertié en tubos de ensayo limpios, previamente
etiquetados de rosca, en este punto se realizé una dilucion 1:6 (utilizando 0.5 mL
de sobrenadante y 2.5 mL de agua destilada, dando un total de 3 mL), una vez
realizada la dilucion se tomo6 1 mL y se vertio en otros tubos de ensayo lisos, se

agreg6é 3 mL de H.S0. concentrado dando un total de 4 mL (Fig. 20). Por ultimo,
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se incubd a 90 °C por 5 minutos, se enfrid, después se vertidé en celdas de cuarzo

y se leydé a 315 nm. Los calculos se realizaron con la ecuacién de la recta obtenida

con la curva de calibracion.

Fig. 20 Calculo de carbohidratos. A) Microalga con H.SOs 1M, B) Sonicador, C)
Bano Maria a 100°C, D) Microalgas después de la incubacion a 100°C, E) Bafio
Maria a 90°C, F) Espectrofotometro.
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7.3.7 Produccion de biomasa

Se realizé la produccién de biomasa en fotobiorreactores de 200 L, a 22 + 1°C (Fig.
21), con iluminacién de 72.9 ymol m* s, condicion con la cual se obtuvo mayor
produccion, productividad y mayor cantidad de carbohidratos en C. vulgaris y N.

oculata.

Fig. 21 Cultivo de microalgas en fotobiorreactores de 200 L.

La cosecha se realizé en fase exponencial y estacionaria, para la floculaciéon se
utilizé NaOH 1M, en un tiempo de 40 minutos aproximadamente, una vez
sedimentada la microalga se guardd en recipientes de plastico de 1 L y se congel6
a -20°C hasta su utilizacion (Fig. 22).
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Fig. 22 Microalga concentrada.

7.4 Etapa Il. Produccion de biometano

7.4.1 Inéculo bacteriano

El in6culo utilizado fue un lodo procesado de una fermentacion de excreta de
cerdo, mejor conocido como purin (Durazno-Coronel, 2018) que fue recolectado el
10 de Septiembre de 2022 en el rastro Obradores de Medellin, en el municipio de
Medellin, Veracruz. Este se mantuvo a temperatura ambiente en un bidon de 20 L
(Fig. 23).

Fig. 23 Lodo procesado de una fermentacion de excreta de cerdo.
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7.4.2 Caracterizacion del sustrato e inéculo.

La caracterizacién para obtener los ST, SV, humedad y cenizas se realizd de
acuerdo con el método gravimétrico establecido en el manual del equipo AMPTS I
Light. Se utilizaron crisoles que fueron llevados a peso constante, fueron
colocados en una estufa a 105 °C por 12 horas, al término de este tiempo se
pusieron en una estufa de vacio Gallenkamp, y el peso se registré6 con una
balanza analitica Mettler H80. La biomasa de las microalgas N. oculata y C. vulgaris,
fue descongelada y homogeneizada. Se pesaron 3 g de biomasa de microalgas
(liquida) en los crisoles, se colocaron en la estufa a 105°C por 12 horas, se
registro el peso, después se colocaron en una mufla marca Phoenix, modelo
MRB3-1200-01 a 550 °C por 5 horas (Fig. 24). Una vez terminado los crisoles se
colocaron en un desecador de vidrio que fue utilizado en el proceso, el desecador
se dejo entreabierto por 15 minutos. Terminado el registro de los datos se
procedié a calcular la masa de la muestra fresca, seca, cenizas, agua perdida y
solidos volatiles a partir de las ecuaciones Ec. 11, Ec. 12, Ec. 13, Ec. 14 y Ec. 15,
por ultimo se realiz6 el calculo de los porcentajes de sélidos totales (ST), humedad,
cenizas, soélidos volatiles (SV) en base seca y base humeda (Ec. 16, Ec. 17, Ec. 18,

Ec. 19y Ec. 20), los resultados se muestran en la Tabla 9.

Fig. 24 A) y B) Microalga, C) Crisol con microalga liquida, D) Crisol con

cenizas.
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Masa de la muestra fresca: = ( + ) -

Masa de la muestra seca: = ( 1+ ) -
Masa de cenizas: =( o+ )—
Masa de agua perdida: 0 — -

Masa de sélidos volatiles: = -

Donde:

Mmi = masa de la muestra fresca, g.

mm = masa de la muestra, g.

M = masa del crisol vacio, g.

Mms = masa de la muestra seca, g.

my = masa de la muestra tratada a 105°C por 12 h, g.

mc = masa de cenizas, g.

M = masa de la muestra tratada a 500°C por 5 h, g.
,0 = masa de agua perdida, g.

msv = masa de solidos volatiles, g.

% pl/p Solidos Totales: (%) =— 100

% p/p Humedad: (%) =—2- 100
% plp Cenizas: (%) =— 100

% plp Solidos Volatiles base seca: (%) =— 100

% pl/p Solidos Volatiles base himeda: (%) =— 100

Ec. 11

Ec. 12

Ec. 13

Ec. 14

Ec. 15

Ec. 16

Ec. 17

Ec. 18

Ec. 19

Ec. 20
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Donde:
ST (%) = Sélidos Totales, %.
Mms = Masa de la muestra seca, g.
Mmm = masa de la muestra, g.
Humedad (%) = Humedad, %.
,0 = masa de agua perdida, g.
C (%) = Cenizas, %.
m: = masa de cenizas, g.
SVbh = Solidos Volatiles en base humeda, %.
SVs = Sdlidos Volatiles en base seca, %.

msv = masa de solidos volatiles, g.

Tabla 9. Datos de caracterizacion empleados para la base de calculo.

Muestra Cv EXP Cv EST No EXP No EST Inéculo 1 Inéculo 2
Colecta 10-oct-22 24-ago-22 01-oct-22 10-oct-22 10-sep-22 10-sep-22
Caracterizacion 01-nov-22  01-nov-22  25-nov-22  25-nov-22 14-oct-22 15-dic-22
% ST 6.38 3.58 8.66 5.99 0.60 0.82
% SVps 63.15 77.55 69.01 67.35 90.82 76.62
% SV bh 4.03 2.78 5.97 4.04 0.56 0.63
% Humedad 93.62 96.42 91.34 94.01 99.40 99.18
% Cenizas 36.85 22.45 30.99 32.65 9.18 23.38

Cv: C. vulgaris, No: N. oculata, bs: base seca, bh: base humeda.

7.4.3 Pretratamiento del sustrato (biomasa microalgal)

Con los datos obtenidos en la Tabla 9, se procedié a pretratar el sustrato (biomasa

de microalgas), el cual fue ultrasonicado (pretratamiento utilizado para romper la

pared de la célula microalgal) con un suministro de energia de 10,000 kJ kgST-"
(Alzate et al. 2012) en un equipo ULTRASONIC PROCESSOR Cole Parmer
CPX75 EUA a 750 watts, con una amplitud de onda de 38%, sin control de

temperatura (Tabla 10), el tiempo fue calculado con la Ec. 21 (Alzate et al. 2012).
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Tabla 10. Datos utilizados en la ultrasonicacion.

Microalga Volumen Temperatura Final Tiempo Amplitud

(L) inicial (°C) (s) (%)
Cv Exp 0.50 18.6 25.0 425 38
Cv Est 0.50 15.5 19.8 239 38
No Exp 0.25 13.7 22.0 289 38
No Est 0.35 22.3 27.6 280 38

Cv: C. vulgaris, No: N. oculata

- — Ec. 21

Donde: E, es la energia suministrada en kJ kg ST'; P, watts; t, tiempo de
ultrasonicacion (s); V, volumen de muestra (mL) y ST, concentracion de soélidos

totales (g ST kg™")

7.4.4 Digestion anaerobia

Realizado el pretratamiento, los biorreactores de 2 L fueron llenados a 1 L
(asumiendo 1 L = 1 kg) (Tabla 11) por duplicado, después se mezclo el sustrato y
el inoculo (Fig. 25), los biorreactores fueron colocados en la unidad de incubacién
del equipo Automatic Methane Potential Test System (AMPTS) Il Light (Fig. 26),
donde se realizdé el barrido de los reactores con nitrégeno con 48% de COo. El

bano Maria se ajusté a una temperatura de 35° C.

Tabla 11. Cantidad de sustrato e indculo.

Reactores Sustrato (g) Inéculo (g) Total (g)
Cv Exp 121.76 878.24 1,000
Cv Est 167.28 832.72 1,000
No Exp 95.00 905.00 1,000
No Est 135.00 865.00 1,000

Blanco (Cv) Agua destilada 878.24 1,000

Blanco (No) Agua destilada 905.00 1,000

Cv: C. vulgaris, No: N. oculata
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Fig. 26 Equipo AMPTS I Light

La digestion anaerobia fue llevada a 60 dias, la produccién de biometano fue
registrada en mililitros normalizados (NmL), es decir, en condiciones estandar a
0°C y 1 atm. Al final de la DA se midié el amonio del digestato utilizando el kit de
Amonio AMMONIA NH3/NH4* marca APl y para el pH, un potenciometro marca
ecoTestr pH2. Mo
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7.4.5 Potencial bioquimico de metano (PBM) teérico

Para medir la produccion de metano dada por el PBM tedrico se utilizo la ecuacion

de Buswell (Jaramillo-Gutiérrez y Tamayo-Mateus, 2019), la cual se expresa en

mL de CH4 g SV-".

L\ 224 (5+§—Z—%) 1000
)= 12 + +16 +14

(@)
~
IS

Donde:

n: numero de moles de carbono

a: numero de moles de hidrogeno

b: numero de moles de oxigeno

c: numero de moles de hidrégeno

22.4: volumen (L) ocupado por un gas ideal a condiciones estandar de
temperatura (273k) y presion (1 atm)

1000: factor de conversion del volumen de L a mL

Ec. 22

12, 1, 16, 14: peso molecular del carbono, hidrégeno, oxigeno y nitrégeno

respectivamente.

Las ecuaciones que se utilizaron para carbohidratos, lipidos y proteinas se

muestran en la Tabla 12.

Tabla 12. Numero de moles

Ec. general Carbono Hidrégeno Oxigeno Nitrégeno

n a b

Carbonhidratos: Glucosa

(CeH1206) 6 12 6
Lipidos: Caprilico (CgH160) 8 16 1
Proteina: Ovoalbumina

(CsHsN204) 16 24 5

C
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Sustitucion del numero de moles en la formula:

224<6+12—6—3(0))1ooo
27871 3

12(6) + 12 +16(6) + 14(0)

6 (. M=

7.4.6 Biodegradabilidad

El porcentaje de biodegradabilidad se obtuvo a través de la Ec. 23 (Caporgno et al.
2016):

Biodegradabilidad (%) = 5 x 100 Ec. 23

7.4.7 Ajuste al Modelo de Gompertz modificado

La produccion de biometano obtenida en 60 dias de ensayo se ajustdé al modelo
de Gompertz modificado (Léopez-Aguilar et al. 2021) utilizando la Ec. 24. Las
constantes a,b y ¢ se obtuvieron por ajuste de la curva, los residuales al cuadrado

y la sumatoria de estos utilizando SOLVER.

= - () (-1 Ec. 24

Donde:

a: Rendimiento acumulado de metano (mL CH4gSV-")

b: Tasa maxima de produccién de biogas (mL CH4 gSV-')
c: Tiempo de la fase lag (dias)

x: es el tiempo (dias)

e: exp(1)
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7.4.8 Balance energético

Se utilizé el principio de la energia de acuerdo con Cengels & Boles (2012) (Ec.
25). En este analisis se considera que la energia total que entra al sistema es la
utilizada para el pre-tratamiento del sustrato (ultrasonido) y la unidad de
incubacion, mientras que la energia de salida es la energia producida por el
biometano generado en la co-digestion sustrato- inoculo, las unidades en las que

se realiza la comparacion es en kW (kilowatts).

— = Ec. 25

Donde: Eentrada €S la energia total que entra al Sistema, Esaida €S |la energia total

que sale del Sistema y AEtta €S el cambio en la energia total del sistema

La potencia del equipo ultrasonico se calculé de acuerdo a la Ec. 21. Para medir la
cantidad de calor que se transmite en la unidad de incubacion se utilizé la formula

de la calorimetria (Ec. 26) (Arana-Zevallos, 2021) .

( )=4A () ¢ ) Ec. 26

Donde: Q es el calor en Kcal, m es la masa del cuerpo en Kg, C es el calor
especifico del cuerpo, A (° ) es la variacion de temperatura; diferencia entre Tf y

Ti (temperatura final e inicial).

Para obtener la cantidad de energia producida por el biometano, se considerd que
el valor energético de 1 m3 de metano a temperatura y presion estandar tiene un
poder calorifico de 9.94 kWh de electricidad y que un generador comercial de
electricidad a base de biogas rico en metano tiene una eficiencia de conversion del
30% (Villaraldo-Falfan, 2018).
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7.4.9 Analisis estadistico

El anadlisis estadistico se realizd6 mediante el analisis de varianza con un 95% de
confianza (a = 0.05), que fue aceptado como estadisticamente significativo, se
utilizé el programa STATISTICA v 7.0. Todos los resultados se expresaron como

valor promedio £ desviacion estandar.
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8. RESULTADOS

8.1 Efluente residual

La concentracion de NO2-N, NOs3-N, NHi:-N, PO43 de los dos efluentes
muestreados se muestran en el Tabla 13, donde se observan las variaciones en
los parametros después de la esterilizacion, la cantidad de nitratos disminuyé
74.56 % (ETE1) y un 29.36 % (ETEZ2), con el nitrito no se observé cambio del
efluente filtrado y esterilizado, con el amonio y el fosfato los cambios fueron
minimos, con la DQO se observd una disminucion del 2.06 % (ETE1) con respecto
a ET1 vy del 14.15 % (ETEZ2) respecto a ET2. En el efluente ETE2 se encontré la

menor variacion, principalmente con nitrato.

Tabla 13. Parametros del efluente crudo y estéril.

Parametros ET1 ETE1 ET2 ETE2
pH 6.9 7.0 6.3 6.7
Nitrato (mg L") 22.8 5.8 21.8 154
Nitrito (mg L") 0.3 0.3 0.05 0.05
Amonio (mg L") 0.52 0.70 0.51 046
Fosfato (mg L) 45.0 456 19.7 18.3
DQO (mg L") 340.5 333.5 583.0 500.5

ET1: Efluente crudo de tilapia 1, ET2: Efluente crudo de tilapia 2, ETE: Efluente de tilapia estéril

8.2 Cinética de crecimiento

La fase exponencial y estacionaria de C. vulgaris y N. oculata a 40.5 ymol m? s' se
obtuvo en los dias 6-10 y 12-16, respectivamente (Fig. 27a). La fase exponencial y
estacionaria de C. vulgaris y N. oculata a 72.9 ymol m2 s*! se obtuvo en los dias 5-
11 y 12-14, respectivamente (Fig. 27b). Comparando el crecimiento con ambas

condiciones de irradiancia y solo con efluente como medio de cultivo (Fig. 27c) se
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observa un mayor crecimiento con la condicién de iluminacion mas alta (72.9 ymol

m?2s
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Fig. 27 Cinética de crecimiento de C. vulgaris y N. oculata, a) 40.5 pmol m2 s,

b) 72.9 umol m2 sy c) Efluente.

Los resultados obtenidos del analisi de varianza (ANOVA) de la densidad celular,
indican que todos los factores probados influyen significativamente (p<0.05) sobre
el crecimiento celular de las microalgas C. vulgaris y N. oculata, asi como la
mayoria de las combinaciones a excepciéon de la combinaciéon Microalga*Medio de
cultivo, Microalga*Fase de crecimiento y Microalga*Irradiancia*Fase de
crecimiento (Tabla 14, Fig. 28). Se observo que a 40.5 ymol m2 s no hay
diferencia en el crecimiento con ambos medios de cultivo (Fig. 27a), pero la
diferencia es notable cuando se utiliza una irradiancia mas alta (Fig. 27b). Por lo
tanto, el mayor crecimiento fue con MBB a 72.9 umol m?2 s en fase estacionaria,
alcanzando concentraciones de 8.17x107 £3.50x108 cel mL"y 1.05x10% +6.36x10°
cel mL" con C. vulgaris y N. oculata, respectivamente (Tabla 15). Comparando el
crecimiento de ambas condiciones de irradiancia con efluente como medio de

cultivo (Fig. 27c), se observa un mayor crecimiento a 72.9 pymol m2 s7)
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alcanzando densidades en fase estacionaria de 4.62x107 +2.12x10° y 4.45x10’

+2.33x10° cel mL-' (Tabla 15) con C. vulgaris y N. oculata, respectivamente.

Tabla 14. Analisis de varianza de densidad celular de las microalgas C. vulgaris y N.

oculata.

Fuente de variacion Suma de G.L. Cuadrado medio F p

cuadrados

Intercepto 4.830026E+16 1 4.830026E+16  6846.795 0.000000
{1} Microalga 1627885E+14 1 1.627885E+14 23.076 0.000195
{2} Irradiancia 1632512E+16 1 1.632512E+16  2314.164 0.000000
{3} Medio de cultivo 5.307719E+15 1 5.307719E+15  752.395 0.000000
{4} Fase de crecimiento 1426781E+15 1 1.426781E+15  202.253 0.000000
Microalga*Irradiancia 7.449627E+13 1 7.449627E+13 10.560 0.005025
Microalga*Medio de cultivo ~ 2.273908E+13 1 2.273908E+13 3.223 0.091504
Irradiancia*Medio de cultivo 6.201499E+15 1 6.201499E+15 879.092 0.000000
Microalga*Fase de crecimiento 1.592596E+13 1 1.592596E+13 2.258 0.152441

e
Irradiancia*Fase de 4630305E+14 1 4.630305E+14 65.637 0.000000
crecimiento
Medio de cultivo™Fase de 2.399419E+14 1 2.399419E+14 34.013 0.000025
crecimiento
Microalga®irradiancia *Medio 4 7640900E414 1  3.700900E+14  52.462 0.000002
de cultivo
Microalgairradiancia *Fase de 4 nanasoriqp 1 1.060332E+12 0.150 0.703351
crecimiento

. o

Microalga®Medio de 2.312594E+14 1 2.312594E+14 32.782 0.000031
cultivo*Fase de crecimiento
Irradiancia*Medio de 2.110228E+14 1 2.110228E+14  29.914 0.000051
CU|tIVO Fase de crecimiento
1%2%3%4 1169494E+14 1 1.169494E+14 16.578 0.000888
Error 1.128709E+14 16 7.054434E+12
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Fig. 28 Representacion grafica de del analisis de densidad celular en fase

estacionaria.

Tabla 15. Densidad celular de C. vulgaris y N. oculata en dos condiciones de

irradiancia, dos medios de cultivo y dos fases de crecimiento.

FASE DE CRECIMIENTO
IRRADIANCIA MEDIO DE

MICROALGA (umolm?sT)  CULTIVO EXP . EST
Densidad celular (cel mL™")

C. vulgaris 40.5 ET 9.68E+06 +2.53E+06 2.29E+07 +3.35E+06
MBB 1.46E+07 +4.24E+05 1.95E+07 +1.20E+06

72.9 ET 1.38E+07 14.88E+06 4.62E+07 +2.12E+05

MBB 7.88E+07 +2.76E+06 8.17E+07 +3.50E+06

N. oculata 40.5 ET 1.89E+07 15.72E+05 2.31E+07 +8.06E+05
MBB 1.04E+07 +5.83E+05 1.64E+07 +1.94E+06

72.9 ET 2.39E+07 +3.46E+06 4.45E+07 +2.33E+06

MBB 8.74E+07 +1.38E+06 1.05E+08 +6.36E+05
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8.3 Produccioén y productividad de biomasa de C. vulgaris y N. oculata.

La irradiancia (Fig. 29) y la fase de crecimiento influyeron significativamente en la

produccion de biomasa (p=0.00000),

pero

la combinacién de factores

(Microalga*Irradiancia*Fase de crecimiento) no mostré diferencia (p=0.62655)

(Tabla 16) en el ANOVA. La mayor produccion se obtuvo en fase estacionaria a
72.9 uymol m2 s con 0.684 +0.124 g L'y 0.718 +£0.122 g L' con C. vulgaris y N.

oculata, respectivamente (Tabla 18).

Tabla 16. Analisis de varianza de la produccién de biomasa.

Grados
Suma de Cuadrado
Fuente de variacion de p
cuadrados medio
libertad
Intercepto 3.064348 1 3.064348 568.7776 0.000000
Microalga 0.003891 1 0.003891 0.7223 0.407938
Irradiancia 0.616899 1 0.616899 114.5033 0.000000
Fase de crecimiento 0.331679 1 0.331679 61.5634 0.000001
Microalga*Irradiancia 0.038496 1 0.038496 7.1453 0.016665
Microalga*Fase de crecimiento 0.018928 1 0.018928 3.5133 0.079256
Irradiancia*Fase de crecimiento 0.103780 1 0.103780 19.2627 0.000458
Microalga*Irradiancia*Fase de
o 0.001326 1 0.001326 0.2461 0.626552
crecimiento
Error 0.086202 16  0.005388
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Irradiancia*Fase de crecimiento
Efecto: F(1, 16)=19.263, p=.00046
Las barras verticales indican un 95% de confianza
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0.1 .
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Fase de crecimiento

== 40.5 pmol m?2s™
0= 72.9 umol m? s

Fig. 29 Efectos principales en la producciéon de biomasa.

En la productividad de biomasa los factores que influyeron fueron la irradiancia
(p=0.00000), fase de crecimiento (p=0.00656) y la combinacién Microalga*
irradiancia (p=0.00890) (Tabla 17, Fig. 30), obteniendo mayor productividad a 72.9
umol m s' en fase estacionaria de 0.043 +0.008 g L' d*' y 0.048 +0.008 g L" d"
con C. vulgaris 'y N. oculata (Tabla 18), respectivamente. Por lo tanto, se observo la
influencia de la irradiancia y la fase de crecimiento sobre la produccion y
productividad de biomasa siendo mayor a 72.9 mol m™2 s™! en fase estacionaria

con ambas microalgas.
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Tabla 17. Resultados del ANOVA de la productividad de biomasa.

L. Suma de Grados de .

Fuente de variacion cuadrados libertad Cuadrado medio F o]
Intercepto 0.018244 1 0.018244 581.1458 0.000000
Microalga 0.000127 1 0.000127 4.0296 0.061906
Irradiancia 0.003349 1 0.003349 106.6766 0.000000
Fase de crecimiento 0.000306 1 0.000306 9.7482 0.006567
Microalga* Irradiancia 0.000278 1 0.000278  8.8595 0.008906
MicroalgaFase de 0.000077 1 0.000077  2.4427 0.137630
crecimiento
Irradiancia *Fase de 0.000132 1 0.000132  4.2071 0.057002
crecimiento
Microalga®lrradiancia 0.000043 1 0.000043  1.3847 0.256506
Fase de crecimiento
Error 0.000502 16 0.000031

0.06

Microalga*Irradiancia
Efecto: F(1, 16)=8.8595, p=.00891
Las barras verticales indican un 95% de confianza
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Microalga
=~ 40.5 pmol m? 5™’
=3- 72.9 umol m2s™
Fig. 30 Efecto de la combinacion Microalga*lrradiancia sobre la

productividad de biomasa de C. vulgaris y N. oculata.
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Tabla 18. Produccidén y productividad de biomasa en C. vulgaris y N. oculata.

Microalga Irradiancia Fa_se_de Produccion Productividad
(umol m2 s) crecimiento (g L) (gL' d")

405 EXP 0.152 +0.044 0.015 +0.004

C. vulgaris EST 0.297 +0.017 0.019 £0.001
72.9 EXP 0.246 +0.062 0.025 +0.006

EST 0.684 +0.124 0.043 10.008

405 EXP 0.139 +0.01 0.014 +0.001

EST 0.201 +0.018 0.015 £0.001

N-oculata 1o EXP 0.423 +0.08 0.042 +0.008

EST 0.718 +0.122 0.048 +0.008




8.4 Eficiencia de remocién de compuestos nitrogenados en cultivos

microalgales.

El comportamiento dinamico de los compuestos nitrogenados, fosfatados y de la
materia organica, varié en funcion de la irradiancia empleada (40.5 ymol m? sy
72.9 ymol m2 s'), por lo tanto, algunos compuestos fueron removidos mas que
otros. A 40.5 ymol m?2 s' no se observa remocion del nitrato (Fig. 31a), este se
mantiene constante a lo largo del cultivo. Sin embargo, a 72.9 ymol m2 s se
observa una tendencia decreciente desde el primer dia (Fig. 32a). En el caso del
nitrito se observa una tendencia similar con ambas condiciones de irradiancia,
aumentando en los primeros dias del cultivo y disminuyendo después del dia 8, a
valores menores que los iniciales (Fig. 31b, Fig. 32b). En cuanto al amonio, se
observa una tendencia decreciente en los primeros 8 dias con ambas condiciones
de irradiancia (Fig. 31c, Fig. 32c), en el caso de C. vulgaris se observé un aumento
a 72.9 ymol m? s’ (Fig. 32c). En el caso del fosfato a 40.5 ymol m? s, se
observa un aumento hasta el dia 8 y despues empieza a descender lentamente
hasta alcanzar el nivel inicial (Fig. 33a), a 72.9 ymol m? s™! solo se observa un
aumento en el dia 2 y después la tendencia es decreciente hasta el dia 16 (Fig.
34a). Con la DQO a 40.5 ymol m? s*! se observa una tendencia decreciente en los
primeros 6 dias, después se estabiliza hasta el final del cultivo (Fig. 33b), a 72.9
umol m2 s se observa una tendencia decreciente hasta el dia 8 y después se
estabiliza hasta el dia 16 del cultivo (Fig. 34b). Es importante mencionar que el pH
se mantuvo en 6.5 0.4 a 40.5 pymol m? s”'con ambas microalgas, mientras que a
72.9 uymol m?2 s el pH varié de 6.7 +0.27 con C. vulgaris y de 6.9 £0.35 con N.

oculata.
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Fig. 31 Comportamiento dinamico de la
concentraciéon de a) nitrato, b) nitrito, c)
amonio con C. vulgaris y N. oculata

cultivadas en efluente a 40.5 ymol m2 s™.

Fig. 32 Comportamiento dinamico de la
concentracién de a) nitrato, b) nitrito, )
amonio con C. vulgaris y N. oculata

cultivadas en efluente a 72.9 ymol m? s
1
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Fig. 34 Comportamiento dinamico de
la concentracién de a) fosfato y b)
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cultivadas en efluente a 72.9 ymol m?
s,

Fig. 33 Comportamiento dinamico de la
concentracion de a) fosfato y b) DQO
con C. vulgaris y N. oculata cultivadas en
efluente a 40.5 pmol m2 s,

8.4.1 Nitrato

En la remocion del nitrato se observa diferencia estadistica con la irradiancia
(p=0.00000) y la interaccion Irradiancia*Fase de crecimiento (p=0.001027, Fig. 35),
pero no se encuentra diferencia significativa en cuanto a la combinacién de
factores Microalga* Irradiancia *Fase de crecimiento (Tabla 19). Las remociones
obtenidas fueron de 80% en fase exponencial y 90% en fase estacionaria con

ambas microalgas a 72.9 ymol m2 s,
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Tabla 19. Analisis de varianza de la remocion del nitrato con C. vulgaris y N.

oculata.

Suma de

Grados de Cuadrado

Fuente de variacion cuadrados libertad medio F P
Intercepto 36052.52 1 36052.52 994.5007  0.000000
Microalga 55.88 1 55.88 1.5413  0.249587
Irradiancia 22597.61 1 22597.61 623.3500 0.000000
Fase de crecimiento 86.96 1 86.96 2.3987 0.160032
Microalga* Irradiancia 50.77 1 50.77 1.4004  0.270633
Microalga™Fase de 45.90 1 4590 12662 0.293112
crecimiento
Irradiancia“Fase de 913.55 1 91355  25.2001  0.001027
crecimiento
Microalga® Irradiancia 50.77 1 5077 14004 0.270633

Fase de crecimiento
Error 290.02 8 36.25

Irradiancia*Fase de crecimiento
Efecto: F(1, 8)=25.200, p=.00103
Las barras verticales indican un 95% de confianza
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- 72.9 pmol m? s

Fig. 35. Efecto de la irradiancia y la fase de crecimiento sobre la remocion del

nitrato en C. vulgaris y N. oculata.
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8.4.2 Nitrito

Con el nitrito se encontré diferencia significativa en todos las interacciones excepto
en la interaccion Irradiancia*Fase de crecimiento (Tabla 20). A 40.5 ymol m=2 s,
se observa una remocion del 80% con N. oculata en fase exponencial y
estacionaria, del 90% con C. vulgaris en fase estacionaria, mientras que a 72.9
umol m? s'en fase estacionaria, se alcanza 59% con N. oculata y 20% con C.

vulgaris (Fig. 36).

Tabla 20. Analisis de varianza de la remocion del nitrito con C. vulgaris y N. oculata.

Suma de Grados de  Cuadrado

Fuente de variacién cuadrados libertad medio F P
Intercepto 28249.21 1 28249.21 1839.066 0.000000
Microalga 2795.77 1 2795.77 182.009 0.000001
Irradiancia 7704.45 1 7704.45 501.571 0.000000
Fase de crecimiento 7818.98 1 7818.98 509.028 0.000000
Microalga* Irradiancia 308.88 1 308.88 20.109  0.002044
MicroalgaFase de 716.90 1 716.90 46.671  0.000133
crecimiento
Irradiancia *Fase de 66.02 1 66.02 4298  0.071883
crecimiento
Microalga™ Irradiancia 3853.31 1 3853.31 250.856  0.000000

Fase de crecimiento
Error 122.89 8 15.36
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Microalga*Irradiancia*Fase de crecimiento
Efecto: F(1, 8)=250.86, p=.00000
Las barras verticales indican un 95% de confianza
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Fig. 36. Efecto de la combinacion de factores Microalga *Irradiancia*Fase de
crecimiento en la remocion del nitrito.

8.4.3 Amonio

En el analisis del amonio se muestra diferencia significativa (p<0.05) en la mayoria
de los factores o combinacion de estos a excepcion de la microalga utilizada y la
interaccion Microalga*Irradiancia*Fase de crecimiento (Tabla 21). El porcentaje de
remocidén mas alto (>90%) se obtuvo con ambas microalgas en fase estacionaria a
40.5 ymol m? s (Fig. 37).
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Tabla 21. Analisis de

varianza de la remocioén del amonio, con C. vulgaris y N.

oculata.

Fuente de variacion Suma de Gradosde Cuadrado F

cuadrados libertad medio P

Intercepto 44933.40 1 44933.40 616.4602 0.000000
Microalga 216.83 1 216.83 2.9747 0.122859
Irradiancia 1457.33 1 1457.33 19.9937 0.002079
Fase de crecimiento 584.43 1 584.43 8.0180 0.022095
Microalga* Irradiancia 1995.86 1 1995.86 27.3820 0.000790

H £ 3
Microalga®Fase de 752.13 1 75213 10.3188  0.012382
crecimiento
Irradiancia *Fase de

L 10810.80 1 10810.80 148.3179 0.000002

crecimiento
Microalga* Irradiancia
" . 51.48 1 51.48 0.7063 0.425083

Fase de crecimiento
Error 583.11 8 72.89

Irradiancia*Fase de crecimiento
Efecto: F(1, 8)=148.32, p=.00000
Las barras verticales denotan un 95% de confianza
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Fig. 37 Efecto de la combinacion Fase de crecimiento*Irradiancia sobre la
remocion del amonio con C. vulgaris y N. oculata.
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8.4.4 Fosfato

Se encontré diferencia significativa en cuanto a la Irradiancia utilizada, la fase de

crecimiento y la combinacion Irradiancia*Fase de crecimiento, mientras que no se

encontré diferencia en cuanto al tipo de microalga utilizada, la interaccidon

Microalga*® Irradiancia, Microalga*Fase de crecimiento y la interaccién Microalga*

Irradiancia *Fase de crecimiento (Tabla 22). En la Fig. 38 se muestran los efectos

principales, donde se observa que la remocion mas alta (50%) a 72.9 ymol m2 s

en fase estacionaria.

Tabla 22. Anadlisis de varianza de la remocion del fosfato, con C. vulgaris y N.

oculata.

Fuente de variacion Suma de Grados de Cuadrado F p

cuadrados libertad medio

Intercepto 7318.803 1 7318.803 379.0898 0.000000
Microalga 4.000 1 4.000 0.2072 0.661080
Irradiancia 4949.123 1 4949.123 256.3482 0.000000
Fase de crecimiento 897.003 1 897.003 46.4618 0.000136
Microalga* Irradiancia 13.690 1 13.690 0.7091 0.424200
Microalga*Fase de crecimiento 10.240 1 10.240 0.5304 0.487207
Irradiancia *Fase de crecimiento 217.563 1 217.563 11.2690 0.009977
Microalga™ Iradiancia "Fase de 2.250 1 2250  0.1165 0.741609
crecimiento
Error 154.450 8 19.306
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Irradiancia*Fase de crecimiento
Efecto: F(1, 8)=11.269, p=.00998
Las barras erticales indican un 95% de confianza
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Fig. 38 Efecto de la combinacion Fase de crecimiento*Irradiancia sobre la
remocion del fosfato.

8.4.5 Demanda quimica de oxigeno (DQO)

En la remocién del DQO, se encontro diferencia significativa con la irradiancia (p =
0.003354), la combinacién Microalga*Irradiancia (p=0.026209) y con la interaccién
Microalga*Irradiancia*Fase de crecimiento (p =0.041238) (Tabla 23), las
remociones mas altas se obtuvieron a 72.9 ymol m?2 s (Fig. 39). En la Tabla 24
se muestra el porcentaje de remocion de los parametros medidos para cada

microalga en las dos fases de crecimiento y las dos condiciones de irradiancia.
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Tabla 23. Analisis de varianza de la remocién del DQO con C. vulgaris y N. oculata.

L. Suma de Grados Cuadrado
Fuente de variacion de . F p
cuadrados . medio
libertad

Intercepto 68356.10 1 68356.10 448.2772 0.000000
Microalga 4.41 1 4.41 0.0289 0.869184
Irradiancia 2585.72 1 2585.72 16.9571 0.003354
Fase de crecimiento 13.32 1 13.32 0.0874 0.775076
Microalga* Irradiancia 1128.96 1 1128.96 7.4037 0.026209
Microalga®Fase de 11025 1 110.25 0.7230 0.419875
crecimiento
Irradiancia *Fase de 60762 1 607.62 3.9848 0.080993
crecimiento
Microalga® Irradiancia 900.00 1 900.00 5.9022 0.041238

Fase de crecimiento
Error 1219.89 8 152.49

Microalga*Irradiancia*Fase de crecimiento
Efecto: F(1, 8)=5.9022, p=.04124
Las barras verticales indican un 95% de confianza
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Fig. 39 Efecto de la irradiancia sobre la remocién del DQO.
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Tabla 24. Remocién de compuestos nitrogenados, fosfatados y materia organica.

Mi | Irradiancia Fases de Nitrato Nitrito Amonio Fosfato DQO
icroalgas L
9 (umol m2s) crecimiento (%) (%) (%) (%) (%)
405 EXP 19.6 £2.6 0 0 43.0 8.9 0 %0 441 £11.3
C vuloar ' EST 0 0 92.7 0.6 97.0 0.8 84 x1.1 433 8.0
vulgaris
g 729 EXP 79.7 #11.7 0 0 572 %102 252 %15 89.0 #3.8
' EST 83.2 9.8 225 #35 0 %0 499 #£52 829 5.1
405 EXP 19.9 #3.0 79.6 #9.3 17.9 0.1 0 %0 71.7 6.9
N ocul ' EST 0 0 79.2 x11.3 921 #11 8.0 32 514 #127
. oculata
729 EXP 80.0 #5.4 0 0 696 #3.6 304 #4.1 530 #6.7

EST 974 3.7 57.5 %31 47.0 ¥104 504 89 874 48

8.5 Composicion bioquimica de las microalgas C. vulgaris y N. oculata.
8.5.1 Lipidos

En la produccion de lipidos solo se encontré diferencia significativa en el tipo de
microalga utilizada (p=0.027786), siendo la que mayor produjo N. oculata (Fig. 40),
pero no se detectd diferencia con la irradiancia, la fase de crecimiento y las
interacciones Microalga*Irradiancia, Microalga*Fase de crecimiento,
Irradiancia*Fase de crecimiento y Microalga*lrradiancia*Fase de crecimiento
(Tabla 24).

Tabla 25. Analisis de varianza sobre la produccion de lipidos de C. vulgaris y N.
oculata.

L, Suma de Grados Cuadrado
Fuente de variacion de . F o]
cuadrados . medio
libertad

Intercepto 15785.01 1 15785.01 1172.553 0.000000
Microalga 78.84 1 78.84 5.857 0.027786
Irradiancia 30.60 1 30.60 2.273 0.151128
Fase de crecimiento 10.53 1 10.53 0.782 0.389485
Microalga* Irradiancia 0.09 1 0.09 0.007 0.934528
Microalga*Fase de crecimiento 0.12 1 0.12 0.009 0.925825
Irradiancia *Fase de crecimiento 3.45 1 3.45 0.256 0.619574
Microalga™ Irradiancia *Fase de 46.20 1 4620  3.432 0.082477
crecimiento
Error 215.39 16 13.46
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Microalga
Efecto: F(1, 16)=5.8567, p=.02779
Las barras verticales denotan un 95% de confianza
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C. wulgaris N. oculata

Microalga

Fig. 40 Efecto del tipo de microalgas en la produccion de lipidos.

8.5.2 Proteina

En la produccion de proteinas, se encontrdé diferencia significativa con la
irradiancia, la fase de crecimiento y las combinaciones Microalga*lrradiancia y
Microalga*Fase de crecimiento, pero no se encontrd diferencia con la interaccion
Microalga*Irradiancia*Fase de crecimiento (Tabla 26). En la Fig. 41a se observa
que la mayor produccién de proteinas se obtuvo a 40.5 pmol m2 s' con ambas
microalgas, y en la Fig 41b se observa que la mayor produccion se obtuvo en la

fase de crecimiento exponencial.
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Tabla 26. Analisis de varianza sobre la produccion de proteinas de C. vulgaris y N.

oculata.

. Suma de Grados Cuadrado

Fuente de variaciéon de . F p
cuadrados . medio
libertad

Intercepto 10346.37 1 10346.37 1096.788 0.000000
Microalga 39.30 1 39.30 4,166 0.058105
Irradiancia 746.72 1 746.72 79.157 0.000000
Fase de crecimiento 309.53 1 309.53 32.812 0.000031
Microalga* Irradiancia 82.70 1 82.70 8.766 0.009201
Microalga*Fase de crecimiento 79.39 1 79.39 8.416 0.010420
Irradiancia *Fase de crecimiento 0.86 1 0.86 0.091 0.766247
Microalga™ Irradiancia *Fase de 25.90 1 2500 2745 0.117025
crecimiento
Error 150.93 16 9.43
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Efecto: F(1, 16)=8.7664, p=.00920
Las barras verticales indican un 95% de confianza

C. wilgaris N. oculata
Microalga

== 40.5 ymol m?s™
“3- 72.9 ymol m?s™
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B) Microalga*Fase de crecimiento
Efecto: F(1, 16)=8.4157, p=.01042
Las barras verticales indican un 95% de confianza
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Fig. 41 Efecto de la irradiancia y la fase de crecimiento sobre la producciéon de
proteinas de C. vulgaris y N. oculata. A) Efecto de la Microalga e irradiancia, B)
Efecto de la Microalga y fase de crecimiento.

8.5.3 Carbohidratos

El anadlisis de varianza encontré diferencia significativa en la fase de crecimiento,
en las interacciones Irradiancia*Fase de crecimiento y Microalga*lrradiancia*Fase
de crecimiento (Tabla 27). En la Fig. 42 se puede observar que el mayor
porcentaje de carbohidratos se obtuvo a 72.9 umol m? s', en la fase de
crecimiento exponencial con C. vulgaris. En la Tabla 28 se muestra el porcentaje
de lipidos, proteinas y carbohidratos obtenidos de cada microalga en cada fase de

crecimiento e irradiancia.
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Tabla 27. Analisis de varianza sobre la produccion de carbohidratos de C. vulgaris

y N. oculata.
Fuente de variacion Suma de Grados de Cuadrado F p
cuadrados libertad medio

Intercepto 17023.23 1 17023.23 662.6211 0.000000
Microalga 81.27 1 81.27 3.1635 0.094306
Irradiancia 25.84 1 25.84 1.0060 0.330798
Fase de crecimiento 496.40 1 496.40 19.3220 0.000451
Microalga* Irradiancia 24.33 1 24.33 0.9471 0.344948
Microalga"Fase de 38.73 1 3873 15076  0.237257
crecimiento

Irradiancia *Fase de 248.77 1 24877 96833  0.006712
crecimiento

Microalga*irradiancia *Fase 134.47 1 13447 52342  0.036098
de crecimiento

Error 411.05 16 25.69

Microalga*Irradiancia*Fase de crecimiento
Efecto: F(1, 16)=5.2342, p=.03610
Las barras verticales indican un 95% de confianza
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== C. wilgaris
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Fig. 42 Efecto de la Microalga*Irradiancia*Fase de crecimiento sobre la produccion

de carbohidratos.
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Tabla 28. Porcentaje de lipidos, proteinas y carbohidratos en C. vulgaris y N.
oculata.

Microalaa Irradiancia Fase de Lipidos Proteinas Carbohidratos
938 (umol m?s™) crecimiento (%) (%) (%)
405 EXP 255 10.9 29.8 1.1 26.7 +3.7
. EST 21.8 2.6 16.6 +0.6 26.2 4.2
C. vulgaris
729 EXP 22.3 12.2 19.9 #1.7 419 +1.5
EST 272 1.7 11.6 +0.9 19.1 4.6
405 EXP 26.0 1.7 304 4.9 27.2 35
N. oculata EST 28.3 0.9 28.6 5.9 22.3 +3.3
72.9 EXP 28.5 2.9 17.2 £3.2 29.0 +3.2

EST 27.6 +1.6 12.0 #0.9 20.7 3.1




8.6 Produccion de CHi durante la digestion anaerobia en condicion
mesofilica.

La cinética de produccion de biometano con un consorcio bacteriano de purin de
cerdo y biomasa de C. vulgaris y N. oculata se muestra en la Fig. 43. El tiempo en
que se empezd a producir el biometano vario entre los 15 y 20 dias, dependiendo
del sustrato. Con biomasa de C. vulgaris EST la produccion inicié en el dia 15, con
biomasa C. vulgaris EXP el biometano se empezd a producir hasta el dia 20. Con
biomasa de N. oculata (EXP y EST) como sustrato, la produccion de biometano
inicié en el dia 18. El rendimiento de biometano mas alto se tiene con el sustrato C.
vulgaris EXP, alcanzando los 2617.20 +386.02 mL CH4 g SV-! (Tabla 29). El mejor

rendimiento de metano diario se obtuvo entre los dias 15y 33 (Fig. 44).

3000
2500
2000

1500 +

NmL CH, gSV-t

1000

500 +

0
0 10

Tiempo (dias)
—e— C. vulgaris EST ~—#— C. vulgaris EXP —&— N. oculata EST = —#&— N. oculata EXP —¢— Control

Fig. 43 Produccion de biometano con C. vulgaris y N. oculata como sustrato.

Tabla 29. Produccién de biometano con dos tipos de sustratos (Microalgas).

Sustrato C. vulgaris C. vulgaris N. oculata N. oculata
EST EXP EST EXP

Biometano
(NmL CHs g SV)

2014.74 +102 2613.95 229 1873.67 *37 1696.72 182
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EXP: Cosecha en fase exponencial; EST: Cosecha en fase estacionaria

140

Rendimiento diario (NmL CH, d-1)

0 10 20 30 40 50 60
Tiempo (dias)

—— C. vulgaris EST —#&— C. vulgaris EXP —&— N. oculata EST —&— N. oculata EXP —»— Control

Fig. 44 Rendimiento diario de metano.

8.6.1 Ajuste al Modelo de Gompertz modificado

La produccion de biometano se ajustd al Modelo de Gompertz modificado,
obteniendo una R? > 0.9986 (Tabla 30, Fig. 45).

Tabla 30. Constantes de Gompertz modificado.

Sustrato a b c R?2

C.vulgaris EST G 2042.45 76.42 16.31 0.9998
C. vulgaris EXP G 2647.04 112.89 22.03 0.9999
N. oculata EST G 1975.43 65.45 17.53 0.9999
N. oculata EXP G 1930.24 55.50 21.10 0.9986
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Fig. 45 Ajuste de la produccion de biometano al Modelo de Gompertz modificado.

El analisis de varianza demostré diferencia significativa (p=0.03019) con el tipo de
sustrato utilizado (C. vulgaris y N. oculata), encontrando mayor produccién con el
sustrato: biomasa de C. vulgaris (Fig. 46), pero no encontro diferencia con la fase

de crecimiento y la combinacion Microalga*Fase de crecimiento (Tabla 31).

Tabla 31. Analisis de varianza de la produccion de biometano.

. ax Suma de Grados Cuadrado
Fuente de variacion de . F p
cuadrados medio
libertad

Intercepto 33643428 1 33643428 667.6824 0.000013
Microalga 545732 1 545732 10.8305 0.030188
Fase de crecimiento 87116 1 87116 1.7289 0.258868
Microalga*Fase de crecimiento 300566 1 300566  5.9650 0.071030
Error 201553 4 50388
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Microalgas
Efecto: F(1, 4)=10.831, p=.03019
Las barras verticales indican un 95% de confianza
2800 T T
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C. wulgaris N. oculata
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Fig. 46 Efecto del tipo de microalga en la produccion de biometano.

8.6.2 Potencial bioquimico de metano teérico

Los resultados obtenidos de la conversion del perfil bioquimico (proteinas,
carbohidratos y lipidos) a biometano se muestran en la Tabla 32, la
biodegradabilidad alcanzada fue de 98.88% con el sustrato de la microalga C.

vulgaris en fase exponencial (Tabla 33).
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Tabla 32. Potencial bioquimico de metano tedrico del perfil bioquimico de C.

vulgaris y N. oculata.

Metano teérico C.vulgaris  C.vulgaris N. oculata N. oculata
EXP EST EXP EST
Carbohidratos
(mL CHs gSV-) 590.03 481.72 540.35 553.49
Lipidos
(mL CHa gSV-1) 1590.33 1298.39 1456.41 1491.83
Proteinas
(mL CH4 gSV) 463.11 378.09 424.11 434.43
Total
2643.47 2158.20 2420.88 2479.75

(mL CHa gSV-)

Tabla 33. Biodegradabilidad de los sustratos utilizados.

C. vulgaris C.vulgaris  N.oculata N. oculata

Metano EXP EST P T
Tedrico

(mL CH4 gSV-) 2643.47 2158.20 2420.88 2479.75
Medido

(mL CHs gSV-) 2613.95 2014.74 1696.72 1873.67

Biodegradabilidad 98.88 93.35 70.08 6 56

(%)

8.6.3 Balance energético

La energia total producida fue de 0.4037 kw, mientras que la energia utilizada fue
de 30.096 kw, por lo tanto, se alcanzo a cubrir el 1.34% de la energia suministrada.
En cuanto al balance diario, se encontré que con la produccion diaria obtenida se

alcanza a cubrir del 5 al 5.77% de la energia consumida entre los dias 27 al 33.
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9. DISCUSIONES

9.1 Efluente residual

Respecto a las variaciones que se producen en la esterilizacion de los efluentes,
Chacon et al. (2004) menciona que el contenido de fosfatos (P-PO4®), nitrégeno
amoniacal (N-NH4*) y DQO varian si los analisis se realizan al efluente crudo,
filtrado o esterilizado, siendo los mas altos en el efluente crudo, en cuanto al
fosfato encontré una disminucion del 11.7 % (filtrado) y del 30 % (esterilizado), con
el amonio del 13.95 % (filtrado) y del 69.77 % (esterilizado), con el DQO del
61.16 % (filtrado) y del 42.25 % (esterilizado). Una de las caracteristicas que hizo
elegible al efluente ETE2 fue que conservé mayor concentracion de contaminantes,

por lo que fue el efluente utilizado en los ensayos.

9.2 Cinética de crecimiento y densidad celular.

En la presente investigacion, las fases de crecimiento exponencial y estacionaria
se encontraron con C. vulgaris y N. oculata a 40.5 pmol m2 s en los dias 6-10 y 12-
16 (Fig. 27a), respectivamente, a 72.9 umol m= s*! se obtuvo la fase exponencial
entre los dias 5-11 y la fase estacionaria entre los 12-14, observando que las
fases de crecimiento con MBB son muy similares, a 40.5 pymol m? s no se
observa diferencia en cuanto al crecimiento, lo que si se muestra a 72.9 pmol m?
s con una mayor densidad celular tanto en el control como en el efluente,
habiendo en este ultimo (efluente) menor crecimiento (Fig. 27b), donde los
factores utilizados (microalga, irradiancia, fase de crecimiento y medio de cultivo)
intervinieron directamente en la densidad celular alcanzada a 72.9 ymol m2 s
(Fig. 27, Tabla 14). La densidad celular alcanzada a 72.9 ymol m?2 s con C.
vulgaris fue de 1.38x107 £4.88x106 cel mL' (EXP) y 4.62x107+2.12x10° cel mL""
(EST) y con N. oculata de 2.39 x107+3.46 x10° cel mL"' (EXP) y 4.45 x107+2.33
x10% cel mL'. Los resultados obtenidos concuerdan con lo mencionado por

Richmond (2004), quién menciona que el factor mas importante sobre el
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crecimiento celular es la irradiancia, asi como una densidad celular adecuada
puesto que a densidades bajas se tienen rendimientos menores que a densidades
de siembra altas, aunado a ello se deben considerar los nutrientes y el fotoperiodo,
esto explica la diferencia en los tiempos en los que se alcanza la fase exponencial
y estacionaria asi como la concentracion celular mas alta en este y en diferentes
estudios: Chacon et al. (2004) utilizando Chlorella spp., en agua residual urbana,
encontro las fases de crecimiento entre los dias 11-14 (EXP) y 20-23 (EST) con
una densidad celular de 6.62x107+ 4.61 x108 cel mL! en fase estacionaria a 137
umol.g.m2.s™! bajo ciclos de luz:oscuridad de 12:12 horas, utilizando una densidad
celular de siembra de 0.64x 10° cel mL'. En estudios mas recientes se tiene a
Ferrer-Alvarez et al. (2015) con C. vulgaris y N. oculata, quienes encontraron las
fases de crecimiento en los dias 3-5 (EXP) y 6-7 (EST) a 79.88 uymol m2 s con
lamparas Multi-LEDs y luz blanca en efluente de tilapia, la densidad celular en la
fase de crecimiento exponencial varia entre 4.75-5.63x10” cel mL" con
iluminacion Multi-LEDs y 3.43-4.52x107 con Luz blanca, densidades celulares
menores que Chacon et al. (2004) pero mas altas a las encontradas en este
estudio en la misma fase de crecimiento. Por otro lado, EI-Sheekh et al. (2016) con
N. oculata reporta fases de crecimiento en medio F/2 entre los dias 4-10 (EXP) y
10-12 (EST), con densidades celulares menores a las mencionadas con una
Irradiancia de 80 umol m=2 s*'. Con medio establecido Conway a 350 umol photons
m-2 s7' con Chlorella sp y N. oculata las fases de crecimiento se han encontrado en
los dias 4-7 (EXP) y 10-12 (EST) con ambas microalgas (Paes et al. 2016).
Alvarez-Meza (2017) reporta las cinéticas de crecimiento con Chlorella vulgaris y
Nannochloropsis oculata mas cortas, una fase exponencial del dia 1 al 3 y la fase
estacionaria en los dias 3-4. Kumaran et al. (2023) con C. vulgaris y efluentes de
molinos de palma, reporta las fases de crecimiento entre los dias 4-7 (EXP) y 9-11
(EST) con una intensidad de luz de 400 mol m™2 s, sin reportar densidad de
siembra y densidad celular alcanzada. Contrario a los autores que reportan
claramente las fases de crecimiento, Martinez-Macias et al. (2019) y Aguilar-Ruiz

et al. (2020) encontraron con Nannochloropsis oculata expuesta a diferentes
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concentraciones de cobre una fase de adaptacion larga, en algunos casos alcanzé
los 10 dias y después crecid de forma exponencial sin observarse una fase
estacionaria hasta el dia 21, termino del cultivo. De los autores mencionados,
Chacén et al. (2004) tuvo el ciclo de cultivo mas largo de 27 dias, los demas
autores terminan antes de los 21 dias, y en este estudio se llevé hasta los 16 dias.
En algunos casos se puede encontrar una caracteristica comun como la
temperatura, la intensidad de luz o la densidad de siembra, pero el cambio de
estos factores nos da como resultado un rendimiento celular mas alto o bajo, sin
embargo obtenemos un patron de crecimiento, lo que podemos constatar con los
resultados obtenidos en esta investigacion, variando la intensidad de luz y
manteniendo constantes los demas factores, obteniendo mejor rendimiento celular

a72.9 umol m2s™.

9.3 Producciéon y productividad de biomasa de Chlorella vulgaris y
Nannochloris oculata

Para efecto en la produccion y productividad de biomasa se encontré que esta se
ve influenciada por la irradiancia y la fase de crecimiento (Tabla 16), obteniendo
una produccion mayor con 72.9 mol m™2 s™' (Fig. 29), especificamente en la fase
estacionaria con ambas microalgas. Los factores que influyeron en la produccién
de biomasa (irradiancia y fase de crecimiento) también afectaron a la
productividad (Tabla 17, Fig. 30). Los valores de produccion obtenidos en fase
estacionaria a 72 mol m™2 s™" son ligeramente mas altos (0.684 g L-1y 0.718 g L
1. C.vulgaris y N. oculata, respectivamente, a los obtenidos por Ferrer-Alvarez et al.
(2015), quienes alcanzaron con C. vulgaris un rendimiento de 0.598 mg L' en MBB
y 0.319 mg L' en efluente y con N. oculata de 0.400 g L' en MBB y 0.224 mg L'
en efluente de tilapia. Kumaran et al. (2023) reportan con C. vulgaris y efluentes de
molinos de aceite de palma en fase exponencial (dia 7) una produccion de 0.42 g
L', sin embargo, con el control (medio BG-11) reportan una produccion de 0.34 g

L-!* encontrando una produccion mayor en el efluente, aunado a esto utilizaron una
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intensidad de luz de 400 mol m2 s™'. Lépez-Sanchez et al. (2022a) realizaron
una recopilacién de los estudios realizados en cuanto a produccién con diferentes
efluentes y encontraron con C. vulgaris una produccién de 0.49-3.96 g L' en aguas
residuales porcinas y mayor a 1 g L' en aguas residuales de aves de corral y de
ganado. Con Nannochloropsis oculata una produccion de 2.36-3.22 g L', en aguas
residuales de digestatos de cerdo. Estos rendimientos son superiores a los
encontrados en el presente estudio. Sin embargo, no se menciona la irradiancia
utilizada ni la densidad celular de siembra, factores que pueden influir en el
crecimiento de las microalgas y por lo tanto en la cantidad de biomasa producida.
Respecto a los valores de productividad encontrados en este estudio con C.
vulgaris son mas bajos a los reportados por Ferrer-Alvarez et al. (2015) en fase
exponencial, y estan dentro de los valores encontrados en fase estacionaria, los
valores de productividad mas altos son reportados por Kumaran et al. (2023)
siendo de 0.060 g L' d' con efluente y de 0.045 g L' d' con medio BG-11,
quienes utilizaron una irradiancia de 400 pmol m? s en comparaciéon de 72.9
umol m2 s, no se menciona la densidad de siembra. Con N. oculata se obtuvieron
productividades mas altas a las reportadas por Ferrer-Alvarez et al. (2015) quienes
reportan 0.0219 g L' d' (EXP) y 0.0320 g L' d-' (EST) a los alcanzados en este
estudio de 0.042 g L' d' (EXP) y 0.048 g L' d" (EST) a 72.9 ymol m=2 s-'. Por el
contrario, otros autores han logrado obtener productividades superiores a 0.08 g L
1 d' (Martinez-Macias et al. 2019) y 0.197 g L' d! (Aguilar-Ruiz et al. 2020) en
efluentes acidos de las minas, agregando que la densidad de siembra utilizada
con Martinez-Macias et al. (2019) fue de 6 x 108 cel mL™". Es importante resaltar
que el tiempo en el que se alcanzan las fases de crecimiento tienen influencia en
la productividad, puesto que entre mas corto el tiempo mas productividad se

obtiene en el cultivo.
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9.4 Remocion de compuestos nitrogenados, fosfatos y materia organica.

Lo obtenido en este estudio concuerda con lo reportado con otros autores que
mencionan que una mayor intensidad de luz demanda una mayor asimilacion de
nutrientes, Renddén-Castrillén et al. (2015) menciona que la asimilacion del
nitrégeno inorganico es fuertemente dependiente de la luz, tanto la intensidad de
luz como su calidad ya que pueden controlar la asimilacion de NOs™ a través de la
regulacion de la sintesis y actividad de la enzima nitrato reductasa (NR). Los
resultados obtenidos por Garatachia-Vargas (2018), demuestran que el tipo de
reactor utilizado también tiene influencia en la remociébn de compuestos
nitrogenados y fosfatados, ya que encontré mayor remocioén en fotobiorreactores
planos que en los fotobiorreactores tubulares utilizando la misma irradiancia (110
umol m2 s7). En este estudio se observd que el amonio y el nitrito fueron los
compuestos mayormente asimilados a 40.5 ymol m2 s (Fig. 31b y Fig. 31c), esto
puede explicarse por el orden que la microalga utiliza los compuestos
nitrogenados, donde primero se absorbe amonio, después nitritos, y por ultimo
nitrato (Oscanoa-Huaynate et al. 2021, Medina-Aguilar 2016). Sin embargo, hay
casos en que nitrato, nitrito y amonio son asimilados simultdneamente (Oscanoa-
Huaynate et al. 2021). La disminucién del amonio se ha convertido en una
caracteristica comun en los estudios donde se muestra el comportamiento
dinamico (Ferrer-Alvarez et al. 2015, Paes et al. 2016, Garatachia-Vargas 2018),
esto se debe a que las algas consumen preferentemente NH4* en lugar de NOs
(Kube et al. 2018, Lin et al. 2016), debido a que se requieren pocos pasos
bioquimicos y un requerimiento energético bajo para su asimilaciéon (Lin et al.
2016), pero cuando ambas formas estan presentes (nitrato y nitrito), el consumo
de NO3 es minimo hasta que se elimina la mayor parte del NH4* (Kube et al. 2018).
La baja remocion del nitrito a 72.9 ymol m?2 s se explica porque entre mas alta la
irradiancia mas nitrato es absorbido lo que provoca la formacion de nitrito y el cual
es liberado por sus efectos citotoxicos (Medina-Aguilar 2016). Efectos similares

han sido observados con algunas diatomeas y flagelados con suficiente nitrogeno
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como respuesta a los rapidos aumentos de la irradiancia. Este comportamiento
resulta de la reduccion de nitrato a nitrito por la actividad de la nitrato reductasa,
no seguida por una mayor reduccién a amoniaco por la nitrito reductasa (Paes et
al. 2016). En el caso del fosfato, se observd un incremento en los primeros dias a
40.5 pymol m?2 s™', Ruiz-Martinez et al. (2015) observaron en Scenedesmus sp, que el
contenido inicial de P (fosforo) en la célula afecta el consumo de P, ya que a
mayor contenido de P en la biomasa interna, menor tasa de remocion de fosfato,
misma observacién obtenida por Kube et al. (2018), quién sugiere aumentar la
concentracion de P en el cultivo para incrementar la tasa de eliminacién y que fue
probado con Scenedesmus. Yao et al. (2011) observaron con S. quadricauda que el
PO43" primero se adsorbia en la superficie celular a un ritmo rapido y luego la
célula lo consumia lentamente, por lo que menciona que en las algas hay una
coexistencia de depdsitos de fésforo intracelular y adsorbido, lo que indica que la
absorcion de fosfato por el fitoplancton es un proceso cinético de dos etapas, y en
el caso del P adsorbido en la superficie, este esta en equilibrio con las aguas
residuales circundantes y podria liberarse después de un largo tiempo de
retencion afectando el consumo interno. En este contexto, Kube et al. (2018)
menciona que para aumentar el consumo de P se debe aumentar la concentracién
de nitrogeno, ya que la limitacion de este puede disminuir la membrana tilacoide,
que gobierna la fotosintesis (Beuckels et al. 2015). Por otro lado, Grobbelaar
(2004) menciona que cuando el fosforo limita el crecimiento hay una excrecion de
fosfatasas alcalinas que movilizan el P organico adsorbido y lo pone a disposicion
de las algas, lo que puede explicar el incremento de fésforo en el medio de cultivo.
Otros factores que pueden influir en la captacion de fosfatos por parte de las algas
son: ausencia de potasio, magnesio o sodio y un pH alto o bajo (Palacios-Sanchez
2022). Con el objetivo de aumentar las tasas de eliminacion de fésforo se ha
planteado el concepto de mantener en inanicion las células algales antes de
exponerlas a las aguas residuales, sin embargo, Kube et al. (2018) menciona que
esto no funciona para todas las especies y en particular no es adecuado para C.

vulgaris pero si para Chlorella sorokiniana.
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Respecto a la DQO, Chacon et al. (2004) no pudo establecer una relacion entre la
remocién de la DQO vy el crecimiento de las microalgas, obteniendo una remocion
del 54.8 % vy lo asocia con la utilizacion de volumenes menores de cultivo, en los
cuales las elevadas densidades celulares alcanzadas introducen también la
produccion de exoproductos organicos, los cuales no permiten diferenciar entre la
materia organica existente en el agua residual y la generada como producto del
metabolismo microalgal. Iriarte et al. (2007) menciona que las algas liberan
exudados y materia organica particulada, Richmond (2004) agrega que los
exudados inhiben el crecimiento de algas, especialmente como medio para limitar
la competencia entre especies y como defensa contra la depredacion, se ha
sugerido que la produccién de autoinhibidores tiene lugar en cultivos masivos de
algas de ultra alta densidad. El porcentaje de remocion alcanzados en este estudio
son mayores a los reportados por Ferrer-Alvarez et al. (2015), a excepcién del
fosfato, al mismo tiempo se coincide con una remocion de 0 % en fase
exponencial en el caso del nitrito. Paes et al. (2016) utilizando una intensidad de
luz de 350 pymol photons m=2 s, reporta un consumo de fosfato del 92.7 % en
medio establecido Conway, y de aproximadamente el 34 % cuando hay limitacion
de nitrégeno, lo que soporta la afirmacion de Kube et al. (2018) que para aumentar
la eliminacion de fésforo hay que aumentar la concentracion de nitrégeno. Haritz y
Takriff (2017) reporta remociones de 89.5, 99.7, 92 y 75.5 % con nitrato, amonio,
fosfato y DQO. Por otra parte, Gil-lzquierdo et al. (2020) reportan una disminucion
de 89.90 y 99.70 % de nitratos y fosfatos, respectivamente, utilizando un consorcio
de microalgas (Monoraphidium sp., Desmodesmus subspicatus, Nannochloris sp.) en
aguas residuales urbanas, destacando que fue con luz y temperatura del medio
ambiente. Con efluentes del pez laukaa, Calderini et al. (2021) reportan
remociones de PO4-P del 99 % con M. griffithii y Selenastrum sp, menos del 75 %
por H. pluvialis. En la remocion de NO3-N: menos del 40% en las 3 especies
utilizadas (Haematococcus pluvialis, Monoraphidium griffithii y Selenastrum sp).
Lopez-Sanchez et al. (2022b) realizaron el tratamiento de aguas del sector

ganadero (porcino, bovino y avicola), con tres microalgas Chlorella vulgaris,
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Haematococcus pluvialis y Chlamydomonas reinhardtii. El mejor resultado fue con C.
vulgaris como monocultivo en una mezcla de digestato de 0.125:0.4375:0.4375
(ADSW:ADPW:ADCW) alcanzando una remocion total de nitrogeno de
85.00£1.58 %, una remocion total de fosforo de 65.69+3.05% y una remocioén de
demanda quimica de oxigeno de 43.95 +£7.92 %. Lépez-Sanchez et al. (2022a)
menciona que Chlorella vulgaris alcanza remociones de 25-99 % de DQO
(demanda quimica de oxigeno), 50-98 % de nitrogeno total, 41-95 % de fésforo
total en aguas residuales porcinas; 45-82 % de DQO, 89 % de fésforo total en
aguas residuales de aves de corral; 62-92 % de DQO, 81-94 % de nitrogeno total,
85-94 % de fosforo total en aguas residuales del ganado. Con Nannochloropsis
oculata reporta remociones del 64-86 % de nitrogeno total, 99 % de fésforo total en
aguas residuales de digestatos de cerdo. Argumentando que no se mencionan

densidades de siembra e irradiancia.
9.5 Analisis bioquimico

Respecto a la produccion de biomoléculas (lipidos, proteinas y carbohidratos),
eéstas se produjeron en mayor o menor medida dependiendo de la especie de
microalga y la irradiancia. Los lipidos obtenidos con N. oculata variaron de 26 a
28.5% con N. oculata y de 21.8 a 27.3% con C. vulgaris, el andlisis estadistico no
detectd diferencia entre las fases de crecimiento, solo con el tipo de microalga,
teniendo en cuenta que N. oculata esta clasificada en la clase Eustigmatophyceae
que agrupa a las especies que contienen la mayor cantidad de acidos grasos
poliinsaturados (PUFA’s) (Avila-Morales, 2015). Con proteinas, los porcentajes
mas altos se encontraron con una irradiancia de 40.5 pymol m? s', encontrando
para N. oculata porcentajes de 28.6-30.4% en ambas fases de crecimiento,
mientras que con C. vulgaris se obtuvo 29.8 % solo en fase exponencial. Con
carbohidratos se encontr6 efecto de la irradiancia y la fase de crecimiento,
obteniendo 41.9% con C. vulgaris a 72.9 ymol m? s en fase exponencial. Se
observo que la irradiancia es un factor que afecta la composicion bioquimica de
las microalgas, Garatachia-Vargas (2018) menciona que la produccién de
carbohidratos se incrementa de manera proporcional al aumento de la irradiancia.

112



Lo que concuerda con lo mencionado por Schulze et al. (2016) quién menciona
que, a mayor irradiancia, los carbohidratos aumentan y disminuye la proteina,
sumado a esto Kannah et al., (2021) menciona que la cantidad de proteina
acumulada en la célula de la microalga puede diferir entre si y variar dependiendo
de los factores: condiciones de crecimiento y estrés nutricional. Ademas, agrega
que las microalgas cultivadas en agua dulce tienen un alto contenido de
aminoacidos con ingredientes de azufre en comparacién con las algas marinas. La
cantidad de proteina encontrada en este estudio (16.6 a 30.4% a 40.5 ymol m?2 s")
se encuentran dentro de lo reportado por Paes et al. (2016), quién obtuvo valores
de 16.6-35.8% en medio establecido Conway, mientras que Schulze et al. (2016)
reporta valores mas altos con N. oculata (30-57%), Kanna et al. (2021) reporta
51.6% vy Gil-lzquierdo et al. (2020) reporta 13.59%, con un consorcio de
microalgas teniendo en cuenta que la irradiancia utilizada fue diferente, asi como
el medio de cultivo utilizado.

Referente a los lipidos, lo obtenido en este estudio es mas alto a lo reportado por
Paes et al. (2016) en fase exponencial, pero es mas baja en fase estacionaria C.
vulgaris y N. oculata. Schulze et al. (2016) reporta valores mas altos (38-50%),
mientras que Gil-lzquierdo et al. (2020) reporta una cantidad similar (28.09%) a la
obtenida. Por el contrario, Kanna et al. (2021) reporta una cantidad de lipidos muy
baja (4.22%) para C. vulgaris, argumentando que este autor no reporta condiciones
de crecimiento. En cuanto a los carbohidratos la cantidad mas alta obtenida en
este estudio fue de 41.9% con C. vulgaris en fase exponencial a 72.9 ymol m2 s,
lo que se encuentra dentro de lo reportado por Garatachia-Vargas (2018), pero
valor mas alto a lo reportado por Kanna et al. (2021) y Paes et al. (2016) con
medio Conway, mientras que Paes et al. (2016) obtuvo una cantidad mas alta
(54.5%) en fase estacionaria con limitacion de nitrégeno. Con N.oculata los valores
encontrados en este estudio estan dentro de los reportados por Paes et al. (2016),
mientras que Schulze et al. (2016) reporta un intervalo amplio (7-27%) utilizando
diferentes tipos de luces LED. Garatachia-Vargas (2018) reporta valores mayores
a 50%.
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9.6 Produccion de biometano

La cantidad de biometano obtenido en el presente estudio alcanzé los 2613.95 mL
CH4 g SV utilizando como sustrato biomasa de C. vulgaris en fase exponencial,
aunque el analisis estadistico no haya mostrado diferencia en la produccion
respecto de la fase de crecimiento, una similitud es que se produjo mas biometano
y mas carbohidratos en la fase de crecimiento exponencial. Asi mismo, el menor
rendimiento se obtuvo con N. oculata en fase exponencial con 1696.72 mL CHs g
SV, los rendimientos reportados por otros autores (Alzate et al. 2012; Alzate et al.
2013; Gonzalez-calzada, 2016; Caporgno et al. 2016; Candia-Lomeli, 2018;
Sakarika y Kornaros, 2018; Astorga et al. 2019; Oleszek y Krzeminska, 2021;
Gonzalez et al. 2022) con microalgas sin pretratamiento o con pretratamiento
(hidrdlisis térmica, ultrasonido, quimico, etc.) como sustrato son menores a 417
mL CHs g SV-', a excepcion de los sustratos (microalgas) en los que se utilizaron
enzimas como pretratamiento (Cérdova et al. 2017), donde se alcanzaron los 1425
mL CH4 g SV-! (Scenedesmus obliquus) y 1545 mL CH4 g SV-' (Arthrospira mdxima),
con C. vulgaris solo se obtuvieron 600 mL CH4 gSV-', utilizando otros sustratos
como estrella de mar (Gurung y Oh, 2012), aceite de colza (Gonzalez et al. 2022)
y estiércol de ganado (Ali et al. 2020) se han obtenido 617, 740 y 673.44 mL CHs g
SV, respectivamente. En el caso de los residuos de la cocina Zhao et al. (2019)
obtuvieron de 1324 a 1480 mL CH4 gSV-' y con residuos organicos (amaranto,
quinua y trigo), Meneses-Quelal et al. (2022) reportan 341.86 mL CH.s gSV-'. Los
pretratamientos utilizados en los estudios revisados son pretratamientos térmicos,
biolégicos y quimicos (Sosa), pero en ninguno se ha encontrado un rendimiento
como el obtenido en este estudio, donde se utilizd un pretratamiento con

ultrasonido.
En caso del inéculo, en este estudio se utilizd un lodo procesado de un rastro

porcino, cabe mencionar que la concentracion de amonio era de 4000 mg L'y un

pH inicial de 7 y finalizd en 8, asi mismo, Alzate et al. (2012) y Caporgno et al.
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(2016) mencionan que el limite de amonio es de 1500 mg L', y si se sobrepasa
esta cantidad, hay inhibicion, aunque Alzate et al. (2012) menciona que este limite
se puede extender hasta los 3000 mg L. Torrecilla del rey (2021) menciona que
concentraciones de amoniaco por encima de 3000 mg L' pueden tener un efecto
téxico sobre el proceso, que puede agravarse si la temperatura es alta y el pH
basico, ya que de esa forma se favorece el paso del ion amonio a amoniaco. Sin
embargo, se pueden tolerar concentraciones mas altas de amonio si el indculo
esta bien adaptado y se mantiene un pH cercano a la neutralidad. Ademas
encontrdé en purines de cerdo (Torrecilla del rey, 2021) concentraciones de amonio
de 1755 mg L' (cerdo ibérico) y 6429.28 mg L' (cerdo blanco), una observacion
importante la realiz6 en el proceso de produccion de biometano, ya que la
produccion fue mas lenta con el purin de cerdo blanco, pero obtuvo mayor
cantidad de biogas con este, por lo que concluyé en una mayor adaptaciéon de los
microorganismos a la concentracién de amonio. Un estudio mas antiguo (Campos-
Pozuelo, 2001) menciona que el proceso de produccion de biogas puede llevarse
hasta los 6000 mg NHs* L' en el rango termofilico, pero que a partir de esta
concentracion la produccion de gas es seriamente afectada. Los inoculos
utilizados en diversos estudios son lodos activados provenientes de un digestor
anaerobio (Alzate et al. 2013; Alzate et al. 2013; Gonzalez-calzada, 2016; Zhao et
al. 2019), lodo granular anaerobio de un reactor que trata vinazas tequileras
(Candia-Lomeli, 2018), inéculo proveniente de una planta de biogas (Oleszek y
Krzeminska, 2021), lodo digerido de plantas de tratamiento de aguas residuales
(Caporgno et al. 2016; Sakarika y Kornaros, 2018), excreta de vaca (Ali et al. 2020;
Lopez-Aguilar et al. 2021), estiércol del oveja (Ali et al. 2020) y excreta de cerdo
(Astorga et al. 2019; Guo et al. 2020; Hu et al. 2021). Casi todos los autores
utilizan una condicion mesofilica (Alzate et al. 2012; Alzate et al. 2013; Gonzalez-
calzada, 2016; Caporgno et al. 2016; Coérdova et al. 2017; Candia-Lomeli, 2018;
Astorga et al. 2019; Oleszek y Krzeminska, 2021; Gonzalez et al. 2022; Gurung y
Oh 2012; Zhao et al. 2019; Guo et al. 2020), a excepcidén de Lopez-Aguilar et al.

(2021), quienes obtienen su produccion a temperatura ambiente (5-27°C). El
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interés por el uso de sustratos (algas) provenientes de aguas residuales,
principalmente de acuacultura es creciente, debido a los diversos usos que se les
puede dar, como la produccién de biocombustibles o para la extraccion de
compuestos de alto valor (Campanati et al. 2022), en el caso de la produccion de
biometano se han realizado investigaciones con algas cultivadas en aguas
residuales urbanas (Astorga et al. 2019) y en aguas residuales de un digestor de
estiércol de pollo (Moungmoon et al. 2020), y de acuerdo con Hu et al. (2021) y

Campanati et al. (2022) se realiza el reciclaje de nutrientes.

La produccién de biometano implicé un tiempo de produccién de 60 dias, de los
cuales, los primeros 16-17 dias fueron de adaptaciéon de los microorganismos
utilizando como sustrato biomasa cosechada en fase estacionaria, y de 21-22 dias
para el sustrato biomasa cosechada en fase exponencial (Tabla 30, Fig. 45). El
tiempo de adaptacion encontrado esta dentro de lo reportado por otros autores: de
25.44 dias (Gurung y Oh, 2012), de 0 a 25 dias de acuerdo a las combinaciones
realizadas con diferentes residuos y bentonita (Zhao et al. 2019), de 4.9-16.4 dias
con una relacion sustrato:inoculo 1:1 y 1:2, respectivamente (Lopez-Aguilar et al.
2021), mientras que Astorga et al. (2019) encontré un tiempo de adaptacion de 14
dias. En algunas investigaciones se realiza la adaptacion del indculo por lo que no
se muestra una fase de adaptacién (Alzate et al., 2013, Caporgno et al., 2016
Candia-Lomeli, 2018), mientras que Gonzalez-calzada (2016) desestimo esta fase
(adaptacién). La produccion fue evaluada con el Modelo de Gompertz modificado,
donde se pudo observar que la produccién de biometano a lo largo del tiempo fue
ajustada perfectamente, este modelo ha sido ampliamente utilizado en diferentes
investigaciones sobre produccion de biogas (Gonzalez et al. 2022; Gurung y Oh,
2012; Zhao et al. 2019; PecCar y GorSek 2020; Lopez-Aguilar et al. 2021; Guo et al.
2020; Meneses-Quelal et al. 2022). De la produccién de biometano tedrico
calculado Angelidaki y Sanders (2004) reportan que los lipidos tienen un mayor
potencial de produccion de biometano de alrededor de 1014 mL CH4 g SV, las
proteinas de 496 mL CHs g SV-' y los carbohidratos de 415 mL CH4 g SV, en
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este estudio se encontraron valores mas altos para los lipidos y carbohidratos, y

mas bajos para las proteinas (Tabla 32).

Respecto al balance energético, este fue negativo ya que solo se alcanz6 a cubrir
el 1.34% de la energia consumida durante los 45 dias de produccion, y en los dias
en los que se alcanzo la maxima produccion se alcanzoé a cubrir hasta el 5.77% de
la energia consumida diaria. Alzate et al. (2013) menciona que para que un
proceso sea autosuficiente en energia con microalgas, debe haber una
concentracion minima de ST kg™, por lo que es necesario un fuerte proceso de
concentracion, proceso que implica un sobrecoste de operacion y que es
recomendable utilizar biomasa residual después de la extraccidon de lipidos,
Villaraldo-Falfan (2018) menciona que solo alcanz6 a cubrir del 5 al 8% de la
energia utilizada en el pretratamiento térmico con cascaras de naranja. Panigrahi y
Kumar-Dubey (2019), Chen et al. (2021) y Carrillo-Reyes et al. (2021) encontraron
un balance positivo con desechos de jardin, estiércol de pollo y con microalgas
provenientes de aguas residuales, respectivamente, en este ultimo se especifica el

tiempo maximo de retenciodn hidraulica de 30 dias.
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10.CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos demuestran que el tiempo en el que se alcanzan las
fases exponencial y estacionaria no fueron influenciados por la luz, pero si el
crecimiento celular obteniendo las densidades celulares mas altas a 72.9 ymol m?
s' en fase estacionaria: con el control (MBB), alcanzando 8.17x107+3.50x10° y
1.05x108 £6.36x105 cel mL" con C. vulgaris y N. oculata, respectivamente, y con
efluente 4.62x107 +2.12x10°% y 4.45x107 +2.33x10° cel mL' con C. vulgaris y N.
oculata, respectivamente. La combinacion irradiancia (72.9 ymol m2 s') y fase
estacionaria fueron mejor para remover nitratos, fosfatos y DQO, con >80 %, 25-
50 % y >82 %, respectivamente. Mientras que para el amonio y el nitrito las
eficiencias de remocion mas altas se obtuvieron a 40.5 ymol m2 s, en las fases
exponencial (>79.2%) y estacionaria (> 92.1%) con ambas microalgas. La
remocidn de contaminantes (nutrientes) fue influenciada por la irradiancia,
removiendo principalmente nitrato, fosfato y DQO con una intensidad alta v,
amonio y nitrito con una intensidad baja.

Las microalgas (C. vulgaris y N. oculata) deben cultivarse de acuerdo con la
biomolécula requerida, puesto que N. oculata produce mas lipidos en ambas
condiciones de irradiancia y fases de crecimiento, las dos microalgas producen
mas proteina en fase exponencial a una irradiancia de 40.5 72.9 ymol m2? sy la
mayor cantidad de carbohidratos se obtiene con C. vulgaris en fase exponencial a
72.9 ymol m2 s,

El sustrato biomasa de C. vulgaris fue el mejor en la produccién de biometano, con
una produccién de 2613.95 mL CH4 g SV (C. vulgaris EXP) y 2014.74 mL CHa g
SV (C. vulgaris EST). ElI comportamiento cinético de la produccién de biometano
se ajustd al modelo de Gompertz modificado, obteniendo un excelente ajuste. En

cuanto al balance energético, este fue negativo.
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12. ANEXO A. MEDIO BASAL BOLD (MBB)

Compuestos del medio Basal Bold (Nichols, 1973)

MACRONUTRIENTES gL?
NaNO3 0.25

CaCl2 0.025

MgSO4 0.075

K2HPO4 0.075

KH2PO4 0.175

NaCl 0.025
MICRONUTRIENTES mL L

Vitaminas 2

Metales traza 2
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