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2. RESUMEN

Las Aguas Residuales (AR) son un producto inevitable de las actividades humanas que,
dentro de sus principales constituyentes, poseen importantes concentraciones de Nitrégeno
(N) y Fosforo (P) en diferentes formas y especies quimicas: organicas e inorganicas;
especialmente, de N amoniacal (N-NHs4) y ortofosfatos (P-POs). Estos elementos son de
interés sanitario-ambiental pues, ademas de lo que implica su liberacion en ecosistemas
acuaticos, son de dificil eliminacion en sistemas de depuracion convencionales. En aguas
residuales domésticas crudas la concentracion caracteristica de P-PO4 oscila entre 6 mg/L y
20 mg/L, mientras que la concentracion de N-NH. estd entre 5 mg/L y 30 mg/L. En esta
investigacion se evalud la metabolizacion de N-NHs y P-PO4 por parte de una cepa de
Microalga Filamentosa, posiblemente Phormidium sp., dispuesta en un biorreactor rotativo
de biopelicula fija (BRBF); los ensayos se mantuvieron a 4,000 lux con fotoperiodos
luz/oscuridad 12h/12h, pH neutro y temperatura de 22°C + 3°C. Se obtuvieron resultados
favorables con porcentajes de remocion de 99.056% para N-NHas y de 97.448% para P-POa,
en menos de 48 horas; con tasas de remocion promedio de 23.138 mg N-NH4/l-d y 15.1514
mg P-PO4/l-d. Se determin6 que la disponibilidad de nitrégeno y fosforo, asi como la
cantidad de biomasa, inciden proporcionalmente sobre las tasas y porcentajes de remocién
de N-NHsy P-PO..
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3. DESCRIPCION DEL PROBLEMA

A nivel internacional, la gestion integral del agua ha ocupado un lugar de suma importancia
en los asuntos prioritarios de agendas nacionales. Agentes gubernamentales, institutos de
investigacion y comunidad académica y cientifica en general, suman esfuerzos
constantemente de cara a garantizar la cantidad y disponibilidad del agua, y por tanto la vida,
en las proximas décadas (World Water Forum, 2018).

Es claro que las dinamicas del agua en su ciclo, responden al nivel de intervencion de una
cuenca, es decir, los asentamientos humanos o cualquier tipo de intervencion antropica
inciden directamente en las dindmicas hidricas de un ecosistema en cuanto a su
comportamiento, calidad y disponibilidad (EcuRed, 2018). Las afectaciones sobre el agua se
dan de forma directa o indirecta: de forma directa cuando el agua es sometida a algun tipo de
uso o aprovechamiento y de forma indirecta cuando, ya sea por alteracién de coberturas u
obstaculos, se alteran las caracteristicas del agua en su transito al cuerpo de agua mas cercano.

No es completamente cierto argumentar un escenario de escasez del agua bajo una premisa
de disminucién en su volumen; lo que ocurre en varias regiones del mundo, es que la calidad
del agua se ha deteriorado de tal modo que se pierde por completo su potencial de uso. Con
el agravante de los escenarios climatoldgicos que ha impuesto el calentamiento global en sus
procesos de desertificacion (Zarza, 2017).

Se podrian resaltar los esfuerzos realizados por la comunidad internacional en cuanto al
cuidado, conservacién y preservacion del agua. Es un gran avance, pero no es suficiente.
Fundamentalmente, porque se formulo la necesidad de frenar el cambio climéatico como la
principal estrategia para el cuidado del agua; y esta bien, por supuesto que es necesario, pero
no es suficiente. El problema de la preservacion y conservacion del agua va mucho mas alla
de lo que fisicamente ocurre con ella.

Hay un conjunto de caracteristicas fisicoquimicas que definen la calidad del agua, y sobre
todo, a qué tipo de usos puede ser sometida. La gama de actividades que puede satisfacer un
cuerpo de agua dependera de su grado y tipo de contaminacion. Luego, es tan importante
depurar las aguas residuales, como intentar frenar el cambio climéatico y consecuentemente,
la desertificacién. No basta con evacuarlas, es necesario un proceso que le permita al agua
reincorporarse a las mismas u otras actividades que lo requieran.

Segun el estudio nacional del agua 2018 (ENA 2018) Colombia solo trata el 42.2% de sus
aguas residuales, con el agravante de que ese volumen tratado, no estd Optimamente
depurado; es decir, en el sector industrial las remociones son de: DBO 54%, DQO 54%, SST
62%, NT 3% y PT 1%, mientras que en el sector doméstico las remociones son de: DBO
19%, DQO 18%, SST 22%, NT 7% y PT 7%. Enormes cantidades de agua se disponen en
cuerpos de agua superficial, cuerpos de agua subterraneos y alcantarillado pablico sin su
respectivo tratamiento (IDEAM , 2018). Lo anterior es apenas un ejemplo, pero otras
sustancias de naturaleza tanto orgdnica como inorganica son dispuestas de forma
irresponsable: metales pesados, fertilizantes, funguicidas, insecticidas, acidos, solventes
organicos, bases, oxidantes, entre otras.

(TN
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Las causas son diversas, y van desde la inexistencia de sistemas de tratamiento de aguas
residuales municipales, pues solo el 48.2% de los municipios cuentan con Plantas de
Tratamiento de Aguas Residuales (PTARs) (La Republica , 2018), por hablar de las aguas
residuales de origen doméstico; hasta el desinterés del sector industrial asi como de las
autoridades ambientales competentes para vigilar los vertimientos de dicho sector. Pero mas
alla de lo expuesto, hay una serie de obstaculos que dificilmente pueden ser superados a corto
y mediano plazo, entre ellos, la barrera técnico-econémica. Los tratamientos convencionales
y mas empleados internacionalmente son costosos, tecnificados y de dificil implementacion.

Es alli donde interviene la comunidad técnico-cientifica con soluciones alternativas, pero
eficientes, y econdmicamente viables.

Desde algunas ramas de la ciencia como la biotecnologia, se han desarrollado multiples
investigaciones con el fin de dar respuesta a los obstaculos mencionados anteriormente. El
uso de organismos para la depuracion de aguas residuales avanza de gran manera, Y, si bien
hacen falta numerosas investigaciones por realizar, se han obtenido resultados importantes y
que han podido ser aplicados de forma efectiva.

Uno de los campos emergentes y mas prometedores de la biotecnologia es el uso de
microorganismos fotosintéticos para la depuracion de aguas residuales.

Si bien las microalgas han sido ampliamente estudiadas por el uso de sus contenidos
intracelulares, dltimamente se han potencializado las investigaciones relacionadas al uso de
estas en la depuracion de aguas residuales. Algunos de los aspectos méas relevantes e
investigados son: su disposicion en el sistema de depuracién, produccion de biomasa y su
respectivo uso postratamiento, y condiciones ambientales 6ptimas (Wang, y otros, 2018).

Las microalgas mejoran considerablemente la calidad del vertido de aguas residuales:
producen gran cantidad de oxigeno, mientras consumen CO2 y nutrientes minerales,
alcanzando concentraciones de oxigeno hasta de 20 mg/L en el efluente. Otra de las ventajas
en sistemas de depuracion con microalgas es la disminucion de volatilizacién de metano y
amoniaco, elementos que favorecen el efecto invernadero y, que regularmente, son emisiones
caracteristicas en sistemas de tratamiento (Amaral, Tratamiento de aguas residuales con
microalgas en reactores abiertos, 2016).

Entre muchas sustancias de interés en aguas residuales, el nitrogeno y el fosforo son de gran
importancia. Ambos elementos pueden ser encontrados en especies organicas e inorganicas,
y por ser un elemento esencial para el crecimiento biologico, su presencia en aguas residuales
constituye uno de los principales problemas en la modificacion y afectacion de ecosistemas
acuaticos. Pero es precisamente la condicién de nutriente, la que permite que el nitrégeno y
el fosforo puedan ser removidos de forma eficaz y controlada por agentes bioldgicos.

(TN
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Dentro de las especies quimicas mas abundantes y, constituyentes caracteristicos de aguas
residuales, se encuentran: el amonio (NHz) y los ortofosfatos (o fésforo soluble) (-POas)
(Rojas J. R., 2016). Tanto la liberacion de amonio, como la liberacion de fosforo soluble en
cuerpos de agua tienen serias implicaciones. EI aumento de nitrdgeno amoniacal implica una
alteracion del medio que lo contiene, provocando, entre otras consecuencias, la disminucion
de oxigeno disuelto en rios ya que es consumido en los procesos de degradacién bacteriana
del nitrégeno amoniacal. Provocando, en el peor de los casos, un ambiente completamente
anoxico, asimismo, una serie de reacciones quimicas y microbianas que dan como resultado
la disminucidn de la calidad del agua, muerte de especies acuaticas, entre otras consecuencias
(Gonzélez L. , 2016). Adicionalmente, el amonio es precursor de nitritos y nitratos
(Universidad Nacional del Nordeste, 2010). Cuando la concentracion de amonio, e inevitable
produccion de nitratos, es tan alta, los organismos vegetales no pueden absorber excesos y
de este modo, remanentes de nitratos terminan en cuerpos de agua subterrdnea. Al menos en
Colombia, una gran porcion de habitantes se abastece directamente de aguas subterraneas sin
algun tipo de tratamiento, lo cual configura una importante problematica teniendo en cuenta
que el consumo de aguas con concentraciones mayores a 10 mg/L de nitratos provoca una
enfermedad llamada metahemoglobinemia (US EPA, 1996).

Por otra parte, si bien los fosfatos no representan una amenaza manifiesta sobre la salud, los
compuestos de fésforo son nutrientes de las plantas y conducen al crecimiento de algas en
cuerpos de agua superficial. Tan solo 1g fosfato permite el crecimiento de hasta 100g de
algas y cuando estas algas mueren, su descomposicién demanda alrededor de 150 g de
oxigeno. Las concentraciones de fosfatos que facultan la eutrofizacién van desde 0.1 mg/L
(Puts, 2014).

Por todo lo anterior, teniendo en cuenta la importancia de remover fosfatos y amonio de
cuerpos de agua, Yy, el potencial uso de microalgas en sistemas de depuracion de aguas
residuales, en este trabajo se plantea evaluar la remocion de amonio y fosfatos por parte de
una cepa de microalga filamentosa dispuesta en un biorreactor rotativo de biopelicula fija.
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4. ESTADO DEL ARTE

Dentro de las multiples opciones de aproximacion que el problema presentado en esta tesis
tiene, se decidio abordar la investigacion con un procedimiento metodolégicamente
novedoso en la que las técnicas empleadas no han sido abiertamente utilizadas, hasta ahora.
Desde luego, el empleo de cianobacterias estd ampliamente descrito con relacion al
tratamiento de aguas residuales proveniente de multiples fuentes, ademéas de diferentes
procedimientos para comprobar su uso, no obstante, la metodologia de inmovilizacion
Ilevada a cabo en el presente trabajo, junto con su correspondiente puesta en marcha, no ha
sido descrito en la literatura especializada y propone una nueva manera de emplear este
microrganismo filamentoso en el tratamiento de efluentes contaminados con amonio y
fosfatos.

La muestra documental recolectada en el presente estado del arte corresponde a los articulos
publicados en revistas indexadas cuyo objeto de estudio desarrollado involucrd el tratamiento
de efluentes contaminados con amonio (entre otras fuentes de nitrégeno), ortofosfatos y/o
otros parametros, teniendo como restricciéon el uso de Phormidium sp en sus ensayos y la
cuantificacion de los compuestos mencionados, estos términos fueron comunes para todos
los articulos en relacion a la busqueda de los mismos. Paralelamente a los términos generales
utilizados para la recoleccion documental, se buscé que los articulos aqui presentados
proporcionaran conclusiones alusivas a la utilizacion del microorganismo Phormidium sp
como recurso potencial para el tratamiento de agua residual o por el contrario, que estimara
su poca conveniencia dependiendo de la metodologia utilizada y los resultados obtenidos.

Por otra parte, dentro de las multiples fuentes bibliograficas disponibles para abordar el
tratamiento de aguas residuales mediante el uso de microalgas, fueron seleccionados aquellos
articulos con aproximaciones metodoldgicas similares a las desarrolladas y/o empleadas en
este trabajo durante el ejercicio practico llevado a cabo en el laboratorio, como la medicion
de amonio mediante la nesslerizacidn de las especies quimicas involucradas, o bien durante
la comparacion y evaluacién de resultados obtenidos, con relacién al comportamiento
esperado del microrganismo.

Los problemas de investigacion tratados en los articulos expuestos manifiestan diferentes
puntos de vista, metodologias, analisis y conclusiones alrededor de la eficiencia, eficacia y
efectividad de varios tipos de microorganismos, por lo cual se procede a mencionar los titulos
de los articulos y las dimensiones de aprendizaje que son Utiles al desarrollo de este proyecto:

Biotreatment of Anaerobically Digested Swine Manure with Microalgae (Basséres,
1989), comprueba la habilidad de 3 especies de microalgas, Chorella sp, Scenedesmus
obliquus y Phormidium bohneri, para agotar el nitrégeno inorganico y ortofosfato y producir
biomasa desde un efluente proveniente de un digestor que contiene estiércol porcino. Los
resultados mostraron que la produccion de biomasa fue buena para las tres especies (500-700
mg peso seco litro después de 12 dias), la reduccion del amonio (N-NH4") asi como la
reduccion de ortofosfatos (P-PO%4) después de un tiempo de ensayo de 12 dias, fue mayor al
90% para todas las especies. EIl ensayo se realizo en condiciones de cultivo batch o semi
continuo y se reportaron las condiciones ideales para un tratamiento posterior exitoso,
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asignando condiciones de cultivo similares para Phormidium al realizado en este trabajo
como lo es la inmovilizacion del organismo, volumen del ensayo (1 1), condiciones de luz
con su correspondiente fotoperiodo 12L-12D, concentraciones de trabajo similares (1.2 —2.2
mMol N-NH4") y cultivos batch o semicontinuo.

Effect of phosphorus addition on nutrient removal from wastewater with the
cyanobacterium Phormidium bohneri (G. Laliberté, 1997), evalta el comportamiento de la
microalga para remover nutrientes de aguas residuales domesticas (N-NOs, N-NH4") con o
sin la presencia de fosfato inorganico afadido. Se comprobd que adicionar fosfato de potasio
(K2HPOs) tuvo implicaciones en la cantidad de biomasa producida por la cianobacteria (56%
adicional) y tuvo influencia sobre la cinética de la remocion de nutrientes inorganicos,
aunque no sobre el tiempo total empleado para la remocion total de estos nutrientes. En todos
los casos el nitrdgeno (amonio y nitrato), asi como el fosfato, fueron completamente
removidos después de 50 y 75 h de crecimiento, respectivamente. EIl ensayo contribuye en
los avances en el tratamiento de aguas residuales mediante cianobacterias monoespecificas
al reportar tasas de remocion hasta de 20 mg I*! dia-! para amonio y fosfato, indicando asi
que Phormidium bohneri tiene un buen potencial para este fin.

Phormidium treatment of anaerobically treated swine wastewater (R.O. Caiiizares-
Villanueva, 1994), revela las ventajas de usar un organismo autofloculante como
Phormidium sp. para el tratamiento de aguas terciarias provenientes de un digestor que
contenia estiércol porcino. En este ensayo se evaluo el crecimiento de la microalga asi como
su capacidad para la remocion de fosforo (P-total), ortofosfatos (P-PO%}) . nitratos (N-NOs)
y amonio (N-NH4") en varios tipos de reactores como un tipo carrusel y en cilindros de vidrio.
Los resultados obtenidos son promisorios debio a la alta tolerancia que la microalga sostiene
a altas concentraciones de amonio, asi como los resultados obtenidos en términos de
remocion de nutrientes alcanzando 100% de remocion de amonio y ortofosfatos. La
metodologia presentada en este ensayo es similar a la desarrollada en el transcurso de este
trabajo, pues existen referencias en términos de la preparacion del inoculo para cultivo y/o
cuantificacion de resultados, preparacion de muestras y en la medicién de compuestos
inorganicos.

Biotreatment of fish farm effluents using the cyanobacterium Phormidium Boneri (A.
Dumas, 1998), estima el potencial de utilizacién de una especie de Phormidium para el
tratamiento de efluentes provenientes de la industria piscicola. Comprueba la eficacia del
microorganismo para remover altas cargas nutricionales (N-NH4"y P-PO%,) a través del uso
de reactores triangulares con iluminacion artificial de 5400 lux y aireacion/mezcla por aire.
En este articulo se establecio que la remocidn de nitrégeno amoniacal varié del 73% al 83%
durante 28 dias de tratamiento, asi como la remocién de ortofosfatos que varié de 70% al
85% durante el mismo tiempo de ensayo. Este trabajo contemplé el uso de la reaccion de
Nessler para la deteccidn del ion amonio (APHA, 1989) y del método de acido ascorbico
para la deteccion de ortofosfatos (APHA, 1989). La discusion de resultados en este articulo
plantea explicaciones para el bajo gradiente de pH, la relacién de las tasas de crecimiento del
organismo con las concentraciones de amonio en el efluente y el tiempo de retencidn
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hidraulico en los reactores, asi como las recomendaciones con respecto a la medicién de
nitrificacion para comprobar la accion de bacterias en el proceso de eliminacion de amonio.

Tertiary treatment of wastewater with Phormidium bohneri (Schmidle) under various
light and temperature conditions (P. Talbot, 1993), prueba condiciones de cultivo
diferentes mientras se trata agua residual domestica secundaria con el fin de determinar las
mejores condiciones ambientales (luz y temperatura) para el desarrollo de Phormidium
bohneri inherentes a la remocion de nutrientes como amonio y ortofosfatos. En este ensayo
se realiza un andlisis particularmente especifico en relacion a las cantidades de luz que
percibe el microorganismo y su relacién con su tasa de crecimiento. Dicha metodologia de
analisis fue implementada en el analisis de datos presentados en este ensayo. Ademas, la
determinacion de las cantidades perdidas de amonio por volatilizacion fueron tabuladas en
correspondencia con la luz y temperatura de los ensayos, lo cual orienta la naturaleza y el
origen de los datos (y su analisis) obtenidos en este trabajo.

Tertiary treatment of cheese factory anaerobic effluent with Phormidium bohneri and
Micractinium pusillum (R. Blier, 1995), compara la habilidad de una microalga y una
cianobacteria para remover nutrientes de un efluente terciario proveniente de una fabrica de
quesos, especificamente ortofosfatos, amonio, nitritos y nitratos junto con las tasas de
crecimiento del microorganismo. La metodologia implementada es similar a otros trabajos
que involucran el uso de esta especie de Phormidium ya que utilizan la misma metodologia
para la medicién del amonio y para la preparacion previa de las muestras a analizar con el fin
de eliminar interferencias. En este articulo, los investigadores reportan tasas de remocion de
5.9 mg*Ld? para N-NH4* y 2.9 mg*Ld* para P-PO%}, durante un periodo de 8 dias, por
P. bohneri. Adicionalmente, se realiz6 el estudio del impacto del pH sobre los resultados
reportados, las reacciones quimicas posibles de las especies quimicas presentes y su
repercusion en la remocién de nutrientes. Dichos andlisis apoyan la hermenéutica utilizada
en las discusiones de datos obtenidas en este trabajo.

Efficiency of ammonia and phosphorus removal from a Colombian agroindustrial
wastewater by the microalgae Chlorella vulgaris and Scenedesmus dimorphus (L.
Gonzalez, 1997), evalua la eficiencia en la remocion de amonio y fosforo inorgéanico por dos
especies de microalgas unicelulares extraidas de una laguna de oxidacion aireada de una
instalacion agroindustrial colombiana, en Santa Fé de Bogota. Las cepas aisladas fueron
puestas a prueba en reactores triangulares y cilindricos que contenian aguas residuales
diluidas provenientes de la instalacion mencionada anteriormente. Los resultados mostrados
son estadisticamente similares a los encontrados por De la Nolie & Proulx, 1988 en términos
de eficiencia de remocion (98% N-NH4* y 59% para P-PO%4) en un tiempo de ensayo de 216
horas y se establece la relacién entre el medio utilizado para el cultivo y las posibles
trasformaciones de las especies quimicas involucradas debido a procesos metabélicos de los
organismos involucrado y/o a las interacciones entre moléculas. El analisis de datos realizado
en este articulo establece bases teodricas pertinentes para la discusién de resultados
presentados en este ensayo.
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Final treatment for cattle manure using immobilized microalgae. I. Study of the support
media (L. Travieso, 1995), evalla la pertinencia de la inmovilizacion de microalgas como
técnica para fomentar la eficacia del tratamiento de aguas residuales terciarias provenientes
de un sistema de tratamiento de aguas contaminadas con estiércol porcino a la vez que
determina la mejor eficiencia del medio de inmovilizacion para los microorganismos al
realizar dicha tarea. En este articulo se cimentan las bases del uso de soportes de
inmovilizacion rigidos para microalgas (fundamentales en el desarrollo conceptual del
presente trabajo), al usar cubos de poliuretano y comprarlos directamente con el alginato de
sodio, de uso mas extendido; se comprobd que este tipo de medio rigido y su inherente
composicion quimica trae beneficios superiores para el tratamiento en general, derivados de
un area efectiva de adherencia -y tratamiento- mayor, nula reaccion quimica del soporte con
el medio -poliuretano inerte- en las condiciones del ensayo y a la durabilidad del material en
ensayos de periodo extendido. En este sentido, el trabajo desarrollado aprovecha los métodos
y conclusiones de este articulo en particular para concebir una hipétesis pertinente en el
desarrollo conceptual de la técnica de inmovilizacion al llevar un paso adelante el disefio del
soporte y la disposicion dentro del tratamiento, asi como los materiales y métodos utilizados
en su construccion.

Production of the Cyanobacterium Phormidium bohneri in parallel with Epuration of
a Dairy Anaerobic Effluent, (R. Blier, G. Laliberté & J. de la Nole, 1996), examinan la
capacidad de producir biomasa aprovechable a partir del tratamiento de un efluente terciario
de aguas residuales domésticas con una cepa de Phormidium. En este articulo se analizaron
nutrientes como N-NH,4* por el método de Nessler, P-PO*,y N-NO, -NO" mediante el equipo
Technicon Il Autoanalyzer. El grado de aprovechamiento de la cianobacteria se establecido
por la cuantificacion de pigmento (clorofila @) y ficobiliproteinas. Por otra parte, el sistema
experimental se basa en cultivos tipo batch de 5 litros de diferentes concentraciones de
amonio (30, 40, 50 mg/l) en los que se evidenci6 una tasa de remocién para N-NH4" de hasta
51 d'y de 33 d? para ortofosfatos en las condiciones de concentracion de N-NHs mayores.
Las conclusiones apoyan el uso de P. bohneri para el tratamiento de aguas residuales
terciarias mientras se produce biomasa potencialmente utilizable. La metodologia utilizada
apoya el procedimiento técnico realizado en este trabajo a través de las dimensiones de
investigacion desarrolladas por los investigadores e implementadas para el analisis de datos
en el presente articulo.

Comparison of nutrient removal capacity and biomass settleability of four high-
potencial microalgal species (Y. Su, 2012), compara la eficiencia en la remocién de
nutrientes de 3 especies de microalgas y una cianobacteria con el fin de evaluar su potencial
de aprovechamiento para el tratamiento de aguas residuales. En este articulo se evaluaron
diferentes parametros relacionados con el sostenimiento de los microrganismos en el medio
que los contiene, como OD, pH, N-NHs, N-NO, -NO", P-PO* y produccién de biomasa
durante 7 dias de ensayo. Para efectos practicos, la remocién de los nutrientes especificados
anteriormente fue del orden del 88.8% - 92.9% para nitrogeno y del 69.5% - 93% de fosforo
para Phormidium sp, C. reinhardtii, C. vulgaris, S. rubecens. Las conclusiones presentadas
en este articulo situan el rendimiento de las especies de microalgas verdes unicelulares por
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encima la cianobacteria, debido a una mayor capacidad de asentamiento, de remocion de
nutrientes y produccién de biomasa. Adicionalmente, presentan un andlisis detallado con
respecto al comportamiento quimico de las especies inorganicas involucradas y su relacion
con las cambiantes circunstancias ambientales de los medios de cultivo, asi como las
repercusiones de este escenario con los resultados reportados. Dicho analisis es fundamental
dentro del desarrollo del proceso de discusién en el presente trabajo.

Cultivation of filamentous cyanobacteria (blue-green algae) in agro-industrial wastes
and wastewaters: A review. (G. Markou, 2011), ofrece una gran cantidad de informacién
recopilada acerca de papel que han interpretado diversos estudios dentro de la
biorremediacion de aguas residuales con cianobacterias. En este articulo se realiza una
revision exhaustiva de los resultados disponibles en la literatura (méas de 160 fuentes) que
soportan la teoria de que estos organismos pueden realizar una contribucién significativa al
tratamiento de aguas agroindustriales, reduciendo considerablemente la cantidad de
contaminantes organicos e inorganicos alli presentes mientras se produce biomasa rica en
carbohidratos y/o proteinas susceptibles de aprovechamientos posteriores. La recopilacion
documental presentada en este articulo corresponde a temas como el metabolismo del
carbono, el género especifico de cianobacterias estudiadas, compatibilidad y competencia y
los factores de cultivo, dentro de los cuales se analiza el papel del nitrégeno, fosforo,
temperatura y pH, asi como los resultados consolidados de las investigaciones realizadas con
cianobacterias utilizando el agua residual proveniente de diferentes fuentes (Fabricas de
quesos, acuicultura, estiércol porcino, palma de aceite, etc.) como medio de cultivo. La
coleccion de datos expuesta en este articulo es a una gran fuente de informacion util para el
desarrollo de metodologias novedosas asi como para el analisis de datos, que permitan el
desarrollo de nuevas técnicas que involucren el uso de cianobacterias para el tratamiento de
aguas residuales.

Remocidén de urea y amonio por Spirulina platensis. (Converti, Converti, & Lodi, 2005)
“Diferentes concentraciones de cloruro de amonio y urea fueron usados en cultivos estaticos
y estaticos alimentados de Spirulina platensis para evaluar la posibilidad de sustituir el
nitrato por fuentes de nitrogeno reducidas y mas baratas en el biotratamiento de aguas
residuales. La maxima concentracion de nitrégeno capaz de mantener el crecimiento de esta
microalga sin inhibicion fue 1.7 mM in ambos casos. El cloruro de amonio fue limitante para
el crecimiento en concentraciones méas bajas, mientras que la inhibicion tuvo lugar a niveles
mas altos. Este efecto de inhibicion fue menos marcado con urea, probablemente porque la
hidrolisis enzimatica de este compuesto por ureasa controla la transferencia de amonio al
interior de la célula. Los experimentos llevados a cabo con cultivos estaticos alimentados
probaron que el uso de esos compuestos como fuente de nitrégeno puede sostener el cultivo
de S. platensis, siempre que las condiciones para su alimentacion se optimicen con
precision”.

Cultivos discontinuos alimentados con urea de la cianobacteria Phormidium sp. en
funcioén de la salinidad y edad del cultivo. (Jonte, Rosales Loaiza, Bermudez Gonzalez, &
Morales , 2013) “Se comparo la eficiencia de sistemas de cultivos discontinuos alimentados
versus cultivos discontinuos convencionales, en cuanto a concentracion de nitrogeno,
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adicionando 0,2 mM de urea cada tres dias al final de la fase exponencial, durante 21 dias.
Phormidium sp. posee la capacidad de hidrolizar la urea; mostrando una asimilacion de
65+7,07% de la misma. Estos resultados determinan que los cultivos de Phormidium sp.
alimentados con urea y a salinidades de 15y 35 UPS, representan una alternativa econémica
para la produccion de clorofila a, ficocianina y proteinas, incrementandose un 31,04; 40,72
v 31,94 % respectivamente en comparacion con cultivos no alimentados”.

Remocion de nitrogeno, fosforo y produccion de biomasa de Scenedesmus sp. en agua
residual doméstica. (Acevedo , Pino , & Pefiuela , 2017) “En este estudio se aislé una
microalga a partir de aguas naturales y fue identificada como Scenedesmus sp. Se realizé
un disefio experimental usando agua residual sintética con diferentes concentraciones de
nitrogeno (40, 90y 150 mg / L), fosforo (4, 15y 50 mg / L) y la microalga aislada. Cada
ensayo se inocul6 con 1x106 células/ml bajo 16 horas de iluminacién a 50-umol m-2 s-1 por
7 dias a 120 rpm. Se tomaron muestras a 0, 3, 5y 7 dias para determinar el crecimiento de
microalgas y la concentracion de nitratos, amonio y fosforo. El mismo tratamiento se realizé
utilizando agua residual domestica real. Las aguas sintéticas de baja y media concentracion
tuvieron mayores porcentajes de remocién, entre 50-60% para el nitrogeno y 40-70% para
el fésforo, con un crecimiento méximo de 1x107 células/ml. En el agua residual real, la
remocion fue del 65% para el fosforo y el 80% para el nitrogeno. Estos resultados sugieren
Scenedesmus sp podria ser utilizada para tratar agua residual doméstica, mejorando la
eliminacion de nutrientes y obteniendo biomasa para otros fines”.

Tratamiento de aguas residuales con microalgas en reactores abiertos. (Amaral,
Tratamiento de aguas residuales con microalgas en reactores abiertos., 2011) “A4 partir de
los resultados obtenidos se puede concluir que los consorcios de microalgas y bacterias son
eficientes para el tratamiento de aguas residuales, permitiendo eliminar de dichos efluentes
no solo la materia organica presente (DQO), si no recuperar el nitrégeno y el fosforo
presente en dichos efluentes en forma de biomasa susceptible de ser valorizada. La
tecnologia y condiciones de operacién deben ser adecuadamente seleccionadas en funcion
del tipo de agua residual a depurar, y ajustadas en funcion de la época del afio para un
optimo funcionamiento. Sistemas basados en microalgas pueden emplearse para el
tratamiento terciario de aguas residuales, eliminando de dichos efluentes el nitrogeno y
fosforo residual procedente del tratamiento convencional. Para la produccion de microalgas
este efluente presenta una limitacion de nutrientes como lo demuestra el hecho de que la
productividad de biomasa alcanzada con el medio de cultivo con fertilizantes sea mayor que
la alcanzada con el agua residual secundaria. En todo caso el agua secundaria utilizada
queda adecuadamente depurada ya que el contenido en materia organica, nitrogeno y
fosforo disminuye hasta los limites del vertido”.
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5. OBJETIVOS
5.1. OBJETIVO GENERAL

e Evaluar la capacidad de una cepa de Microalga Filamentosa (MF) dispuesta en un
biorreactor rotativo de biopelicula fija (BRBF) para remover fosfatos y amonio.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar las condiciones fisicoquimicas y ambientales que optimicen las tasas de
remocion de fosfatos y amonio.

e Disefar y construir un BRBF que proporcione a la cepa de MF condiciones 6ptimas
para metabolizar fosfatos y amonio.

e Evaluar el consumo de fosfatos y amonio por parte de MF dispuesta en el BRBF.
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6. METODOLOGIA

6.1. DISENO EXPERIMENTAL

Esta investigacion es de tipo descriptiva, ya que su objetivo no se limit6 a la recoleccion de
datos, sino a la prediccion e identificacion de las relaciones que existen entre dos 0 mas
variables (noemagico, 2006).

Los ensayos de calibracién y validacion de métodos, asi como aquellos que determinaron las
fuentes y respectivas concentraciones de amonio y fosfatos, fueron analizados con medidas
estadisticas de dispersion, precision y exactitud, con el fin de brindar mayor confiabilidad a
los resultados reportados.

La investigacion se llevé a cabo en dos etapas. En la primera etapa, denominada Evaluacion
de fuente de amonio y fosfatos, se desarrollaron una serie de ensayos encaminados a
determinar las condiciones fisicoquimicas y ambientales Optimas para el crecimiento de MF
frente al amonio y fosfatos en los medios de cultivo.

En la segunda etapa, denominada Evaluacién de asimilacién de amonio y fosfatos en el
BRBF, las fuentes de amonio y fosforo escogidas, asi como las condiciones fisicoquimicas y
ambientales, son evaluadas en el Biorreactor Rotativo de Biopelicula Fija (BRBF) en 4
ensayos separados y secuenciales.

(TN

Disefio
expetimental

Calibracion y validacién
metodos

. Microorganismo Determinacion de Evaluacién microalga a
Primera etapa [ L. 8 y . T ) —> 8
condiciones de cultivo amonio y fosfatos diferentes
- . Lo . Asimilacién de amonio
»|Segunda etapa|—|Disefio del biorreactor T—> Formacién biopelicula en el BRBF —>
y fosfatos en el BRBF

llustracion 1. Diagramacion de la metodologia propuesta.

6.2. PRIMERA ETAPA

6.2.1. Microorganismo y condiciones de cultivo

La cepa de MF usada en esta investigacion fue encontrada en agua contaminada con residuos
petroleros en la ciudad de Yopal, Casanare; la cual fue recuperada, aislada y donada por el
docente director Miguel Angel Piragauta, adscrito y coordinador del laboratorio de
microbiologia de la Universidad Distrital Francisco José de Caldas. La cianobacteria se
recuperd en medio BG11l (UTEX, 2009) para esta investigacion, cuya composicion es
descrita en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicion medio BG11 (UTEX, 2009)

COMPOSICION MEDIO BG11
Componente Concentracion solucion Cantidad
stock (mL/L)
NaNO; 309 200 mL 10 mL

18




K HPO, 0.89 200 mL 10 mL

MgSQO, - 7 H,O 1.5¢ 200 mL 10 mL
CaClz - 2 H.O 0.72¢ 200 mL 10 mL
Acido Citrico - H,O 0.12g 200 mL 10 mL
Citrato Férrico de Amonio 0.12g 200 mL 10 mL
EDTA-2H,0 0.02g 200 mL 10 mL
Na;CO3 0.4g 200 mL 10 mL
NazS;03 49.69 200 mL 10 mL
Solucién metales traza 200 mL 1mL

Preparacion solucién metales traza

HsBOs 2.86 g/L
MnCl; -4 H,O 1.81 g/L
ZnS0O4 -7 H,0 0.22 g/L
Na;MoO. -2 H,0O 0.39 g/L
CuSO4-5H20 0.079 g/L
Co(NQOg3), -6 H.0 0.049 g/L

6.2.1.1. Caracterizacion de la cepa de microalga

Para la identificacion de la cepa se utilizd la informacidén conjunta proveniente de tres
procedimientos: 1. Identificacion a cargo de acadeémico especialista en ficologia. 2.
Observacion microscépica del microorganismo de acuerdo con las descripciones de las
cianobacterias en la literatura. 3. Concatenacién de las observaciones del procedimiento
anterior con los andlisis de morfologia segun las claves de Koméarek (Komarek, 2008).

6.2.1.2. Produccién de biomasa

Para producir toda la biomasa empleada en los ensayos de esta investigacion se utilizo el
medio BG-11 (UTEX, 2009) en frascos de vidrio autoclavables de 3,000 mL. Los cultivos se
mantuvieron a 22 +3°C, aireacion constante con inyeccion de aire y difusion por motor de
pecera, iluminacion unilateral de 3,200 lux con ciclos 12h/12h, con un volumen de 2.5 L de
medio en cada frasco.

El crecimiento del organismo disuelto se monitored e incorporé6 mediante concentracion
celular. Las muestras eran centrifugadas a 1,800 rpm durante 4 minutos, para finalmente ser
resuspendidas en el medio deseado. Los reactores eran iniciados con una concentracion de
1.0g de biomasa por cada litro de medio (1g biomasa * 1L) y se renovaban o diluian segin
requerimientos experimentales.

6.2.2. Determinacion de amonio (NH4") y fosfatos (PO4)

Se emplearon técnicas colorimétricas para la determinacion de amonio y fosfatos. Para la
seleccion de la longitud de onda se compararon estadisticamente los valores de absorbancia
obtenidos en los filtros 400 y 425 nm del espectrofotometro mediante una prueba de barrido
para cada uno de los analitos en presencia de los reactivos de Nessler (VWR, s.f.)y Vanadato-
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Molibdato (RVM) (MERCK, s.f.). El tiempo de reaccién del ensayo se evalué para 2,5y 8
min a temperatura ambiente (20-22 °C).

Los métodos fueron validados a partir de la Especificidad, Linealidad y rango del sistema,
limite de cuantificacion, Precision y exactitud.

Especificidad. Para evaluar la capacidad de los reactivos empleados para detectar y definir
la especie quimica deseada, se realizaron pruebas con diluciones y muestras blanco con
BG11y agua. Las curvas de calibracion se hicieron entre 0 mg/L y 35 mg/L, para fosfatos y
entre 0 mg/L y 50 mg/L, para amonio; para cada una de las curvas se elaboraron dos tipos de
blanco: uno con agua destilada y otro con BG11.

Linealidad y limite de deteccion. Se establecio un R? minimo de 0.95 para aceptar los
resultados de curvas de calibracion. El limite de cuantificacion es la minima cantidad del
analito medible. Para efectos practicos, se adopto el valor reportado en la literatura para la
reaccion de Nessler (identificacion de N-NH4") de 0,3 pg de NH4*. (Vogel, 1953); de igual
manera, para la cuantificacion de fosfatos, el RVM tiene una sensibilidad de 0 - 45,0 mg/I de
P-PO42 (HACH COMPANY, 2000).

Precision. Se determind la precision mediante el calculo del coeficiente de variacion (CV)
expresado en puntos porcentuales. Se considerd6 como criterio de aceptacion para la
repetibilidad, un CV menor o igual al 5% (Estrada , y otros, 2015).

Exactitud. Se fijo como criterio de aceptacion una exactitud de 100 £ 10%. Previo cada
ensayo, las muestras fueron centrifugadas a 4000 rpm con el fin de eliminar interferencias
provocadas por solidos y células disueltas en suspension.

6.2.2.1. Determinacion de amonio

Para la evaluacion de amonio por métodos colorimétricos, se realizé una curva de calibracion
a partir de soluciones patrén de hidréxido de amonio (NH4OH). Se estandariz6 la adicion de
120 pL de reactivo de Nessler por cada 10 mL de muestra y las lecturas se realizaban a 425
nm.

6.2.2.2. Determinacién de fosfatos

Para la evaluacion de fosfatos por métodos colorimétricos, se realiz6 una curva de calibracion
a partir de soluciones patron de fosfato sodico (NaoHPO.). Se preparaban 25 mL de la
siguiente manera: 12.5 mL de muestra, 7.5 mL agua destilada, 5 mL RVM; las lecturas se
realizaban a 420 nm.

6.2.3. Evaluacion de la microalga frente a diferentes concentraciones de amonio y
fosfatos

6.2.3.1. Analisis de evaporacion de amonio

Con el fin de minimizar posibles interferencias en el analisis de asimilacién de amonio por
parte de MF, se realizaron ensayos para analizar su volatilizacion. Para esto, se realizaron
ensayos por triplicado en frascos de 50 mL con modificaciones de medio BG11 (siguiendo

20

13-
/§ Grib.
(e ai——



[

la Tabla 2), agitacion orbital a 125 RPM, durante 7 dias sin fuente de luz adicional a la horaria
y temperatura de 22°C. Se realizaron mediciones de amonio al inicio y final del ensayo. Las
pérdidas se reportaron en porcentaje de NHa4™.

Tabla 2. Matriz de ensayos para volatilizacion de N-NH4™.

D Medio Adicion Volumen
NHs* (mg/L) | POs2 (mg/L) | (mL)

1 | BG11-NP 20 5 50

2 | BG11-NP 30 15 50

3 | BG11-NP 40 25 50

4 | BG11 20 5 50

5 | BGl1 30 15 50

4 | BG11 40 25 50
BG11-NP: BG11 sin NaNO3y K;HPO..

6.2.3.2. Variacion de amonio y fosfatos

Para el andlisis de amonio se empled hidréxido de amonio (NH4OH) a concentraciones de
20 mg/L, 30 mg/L y 40 mg/L; y el analisis de fosfatos se realizé con fosfato disddico
(Na2HPOQO4) a concentraciones de 5 mg/L, 15 mg/L, 25 mg/L. Las concentraciones son
escogidas con base en la composicion caracteristica de aguas residuales domésticas (Rojas J.
A., 2016):

Tabla 1. Composicion caracteristica de Aguas Residuales Domésticas. Adaptacion de Romero Rojas.

Composicicn tipica de las Composicién aproximada de

Fuente ARD (Metcalf & Eddy, un ARD (HAMMER, 1977)

1979). ’ '

Paradmetro Concentracion (mg/L) Concentracion (mg/L)

Solidos totales 720 800
Solidos suspendidos 220 240
Sélidos suspendidos volatiles 165 180
DBO 220 200
Nitrogeno amoniacal 25 30
Ortofosfatos 5 10

Para llevar a cabo los analisis, se realizaron ensayos a escala por triplicado en frascos con
capacidad de 100 mL, agitacion orbital a 125 RPM, luz horaria y temperatura de 22 °C
durante 7 dias. El indculo inicial para todos los ensayos fue de 0.2 g de biomasa por cada 50
mL de medio, es decir, 0.004 g/mL=4mg/mL. El pH era monitoreado cada tercer dia de
ensayo.
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Se evaluod la asimilacion de amonio y fosfatos a partir de la
sustitucion de las fuentes de nitrogeno y fosforo en el medio
BG11, es decir, el nitrato de sodio (NaNO3) fue sustituido por
NHsOH y el KoHPO4 fue sustituido por el NazHPOs.

Adicionalmente, se probo el efecto de lavado en las células.
Una comparacion entre la capacidad de remocion de las
sustancias por parte de las células sin lavar y aquellas que
contaban con protocolo de lavado; dicha matriz de ensayos se
muestra en la Tabla 4. La concentracion de amonio y fosfato
en cada frasco se monitoreaba cada 24 horas, mientras que la
biomasa solo se determina al inicio y final del ensayo.

Los ensayos fueron realizados en frascos de 100 mL con 50 jjustracién 2. Ensayos — variacién

mL de medio y concentraciones celulares de 4 mg/mL y 8  amonioy fosfatos - en agitador
orbital. Autores.

mg/mL.
Tabla 2. Matriz de variacién de amonio y fosfatos — inéculo 0.2g.
. Adicién
ID| Medio |\,+ (mgiL) | PO (mg/L)
1 | BG11-NP 20 5
2 | BG11-NP 30 15
3 | BG11-NP 40 25
4 | BG11 20 B
5 | BGl11 30 15
6 | BGll1 40 25
7 | BG1l 0 0
1L | BG11-NP 20 5
2L | BG11-NP 30 15
3L | BG11-NP 40 25
4L | BG11 20 5
5L | BG11 30 15
6L | BG11 40 25
7L | BG11 0 0
BG11-NP: BG11 sin NaNOsy K;HPO..
L: Ensayos con Protocolo de Lavado de células.

Cada uno de los ensayos se realizo por triplicado, con y sin lavado de células. Se evalud:
concentraciones de trabajo y el lavado de células e incidencia de biomasa inoculada sobre la
capacidad de asimilacion. Para un total de 84 ensayos.

El resultado de estos ensayos determind las concentraciones minimas, maximas y Optimas de
trabajo para el BRBF, la relacién entre biomasa y tasa de asimilacion y la influencia de
NaNOz y NazHPO4en la metabolizacion de amonio y fosfatos.

6.2.3.3. Lavado de células
22



Se disefio y estandarizé un protocolo de lavado que consistia en centrifugar 10 mL de matriz
acuosa con algas disueltas en tubos tipo Falcon a 1800 rpm durante 4 minutos; eliminar
sobrenadante y adicionar 10 mL de solucion salina (NaCl) al 0.9%; centrifugar nuevamente
a 1800 rpm durante 4 minutos, eliminar sobrenadante. Repetir 3 veces.

Como se menciond anteriormente, los ensayos a los cuales se aplicaba protocolo de lavado,
tenian el objetivo de determinar la incidencia del nitrato de sodio y fosfato dipotésico en la
asimilacion de amonio y fosfatos.

6.3. SEGUNDA ETAPA
6.3.1. Disefio del Biorreactor Rotativo de Biopelicula Fija (BRBF)

Se disefid y construy6 el BRBF en un proceso de tres fases:

1) Predimensionamiento: Realizacion de disefios preliminares. Se establecieron
criterios de disefio, partes, dimensiones, funcionamiento y observaciones para el
disefio final.

2) Elaboracion: Elaboracion del disefio final con base en las aseveraciones concebidas
en el Pre-dimensionamiento. Se definié la técnica de construccion, materiales
proveedores y fabricantes. Se construy6 el modelo a escala real.

3) Ensamblaje y puesta en marcha: Se ensamblaron todas las partes y los elementos
construidos en la fase anterior y se comprobé el funcionamiento del BRBF. Es posible
que el material y/o la técnica de construccién utilizada no sea compatible con los
métodos de esterilizacion estandar, por lo cual en esta fase se disefia el protocolo de
esterilizacion a implementar.

6.3.2. Esterilizacion

Para el caso especifico del BRBF, se disefid un protocolo de esterilizacion que consta de lo
siguiente: tres ciclos de lavado con hipoclorito de sodio al 13%, limpieza atomizada con
acido acético al 10%, enjuague con agua desionizada estéril y radiacion UV en camara de
flujo laminar durante una hora (Ver llustracion 2).

lustracion 3. Esterilizacion UV de BRBF en cdmara de flujo laminar.
Autores.
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6.3.3. Formacion de biopelicula

Para el crecimiento y adhesion del organismo en los discos del BRBF se puso en marcha el
reactor con cultivos de MF en suspension. Este crecimiento se dio en 2.2 litros de medio
BG11 proveniente de un reactor utilizado en la produccion de biomasa con una edad de
cultivo de 14 dias a 22 £3°C, 4000 Lux (medidos en la superficie exterior de la tapa superior
del biorreactor), velocidad de rotacion de 6 RPM y sumergencia de 45% para cada biodisco
durante 15 dias. EI medio se renovaba cada 4 dias. EI monitoreo del crecimiento de MF en
los biodiscos se realizd por microscopia: Visualizacion de los biodiscos a través del lente
objetivo de 40x.

6.3.4. Asimilacion de amonio y fosfatos en el BRBF

Como aproximacion a las condiciones reales que asumiria el BRBF en el tratamiento de
aguas residuales domesticas y el sobrecosto que implicaria afiadir NaNOs, se selecciono el
medio BG11-NP con las concentraciones de NHs" y PO4 mas altas, 40 mg/L y 25 mg/L
respectivamente, en un volumen de 2.2 litros a una temperatura de 22 +3°C, 4000 Lux
(medidos en la superficie exterior de la tapa superior del biorreactor), velocidad de rotacion
de 6 RPM y sumergencia de 45% de los biodiscos, para todos los ensayos.

Para la evaluacion de la remocién de dichas especies quimicas en el BRBF construido, se
disefiaron 4 ensayos consecutivos encaminados a evaluar el comportamiento de MF dispuesta
en los biodiscos. Teniendo en cuenta que, tanto el modelo de reactor como la disposicion de
los biodiscos, en cuanto a la técnica y materiales de construccion, no cuenta con suficientes
precedentes bibliograficos, los cuatro ensayos propuestos dependian del andlisis de
resultados hecho en la finalizacién de cada uno de éstos. Es decir, el Primer ensayo dependia
de los resultados obtenidos en la PRIMERA ETAPA; el Segundo ensayo dependia de los
resultados obtenidos en el Primer ensayo; el Tercer ensayo dependia de los resultados
obtenidos en el Segundo ensayo; y el Cuarto ensayo dependia de la correlacion y analisis
hecho de los tres ensayos previos.

6.3.4.1. Constante cinética de degradacion (K1)

La cinética de degradacidn se considera una reaccion de primer orden y puede representarse
como:

C = Cje Xt
Donde:
C= Concentracion final en mg/L
Co= Concentracion inicial en mg/L
K= Constante de degradacion del sustrato en d!

t= Tiempo de degradacion en dias
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Para cada uno de los intervalos en los cuales se evalua la cinética del sustrato, se reordena la
expresion de la siguiente manera, para la calcular la constante de degradacion en funcién de
la concentracion y el tiempo:

1 C
K=—*ln<—)
t

La constante de cada ensayo corresponde al promedio de las constantes en cada uno de los
intervalos analizados por ensayo.

6.3.4.2. Primer ensayo en el BRBF

Este ensayo evalud la capacidad de asimilacion por parte de MF de NH4* y PO4 con células
provenientes de un medio N-suficientel: BG11 (N/P: 60:1), en un medio N-insuficiente:
BG11-NP (N/P: 3.875:1). El ensayo comenz6 inmediatamente después de la finalizacion del
proceso de formacidon de biopelicula en los biodiscos.

Para iniciar el ensayo, se elimino el contenido que promovia el crecimiento y adhesion de
MF en los biodiscos, seguido de limpieza en paredes y exteriores de la cubeta que contienen
el reactor. Se afiadio el medio seleccionado con las condiciones descritas en el punto 6.3.4.y
se midid la concentracion de amonio, fosfato y pH al inicio y final del ensayo.

Transcurrido el tiempo de ensayo, se vacio el contenido liquido del BRBF, se limpiaron las
paredes y se procedid al pesaje del mismo.

6.3.4.3. Segundo ensayo en el BRBF

Este ensayo evalta la capacidad de asimilacion por parte de MF de NH4*y PO43 con células
provenientes de un medio N-insuficiente: BG11-NP (N/P: 3.875:1), en un medio N-
insuficiente: BG11-NP (N/P: 3.875:1), durante un periodo extendido de 24 horas. El ensayo
comenzo inmediatamente después de la finalizacion del Primer ensayo.

Se elimin6 el medio en el cual se desarroll6 el Primer ensayo y se afiadié el medio
seleccionado en las condiciones descritas en el punto 6.3.4. y se midio la concentracion de
amonio y fosfato en intervalos de 2 horas y pH al inicio y final del ensayo.

Transcurrido el tiempo de ensayo, se vacio el contenido liquido del BRBF, se limpiaron las
paredes y se procedié al pesaje del mismo.

6.3.4.4. Tercer ensayo en el BRBF

Este ensayo evalGa la capacidad de asimilacion por parte de MF de N-NH4* y P-PO4 con
células provenientes de un medio N-insuficiente: BG11-NP (3.875:1) en un medio N-
insuficiente: BG11-NP (3.875:1) durante un periodo extendido de 30 horas. Este ensayo se
disefi6 para encontrar los intervalos de tiempo a los cuales se obtienen Tasas de Remocién

! N-suficiente: medio con relacion N/P mayor o igual a 16:1. (Gardner-Dale. D.A., 2017)
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nulas (TR = 0), como modelo del peor caso. El ensayo comenzo6 inmediatamente después de
la finalizacion del Segundo ensayo.

Se afiadio el medio seleccionado en las condiciones descritas en el punto 6.3.4. y se midid la
concentracion de amonio y fosfato en intervalos de 1 hora'y pH al inicio y final del ensayo.

Transcurrido el tiempo de ensayo, se vacio el contenido liquido del BRBF, se limpiaron las
paredes y se procedio al pesaje del mismo.

6.3.4.5. Cuarto ensayo en el BRBF

Este ensayo evalué la capacidad de asimilacion por parte de MF de N-NH4* y P-PO4 con
células provenientes de un medio N-suficiente: BG-11 (N/P: 60:1) en un medio N-
insuficiente: BG11-NP (3.875:1), durante un periodo extendido de 35 horas. Este ensayo se
disefio para estimar la recuperacion de MF en los biodiscos en términos de la obtencion de
valores de tasas remocion similares a los alcanzados en el Primer ensayo. El ensayo comenzé
24 horas después de la finalizacion del Tercer ensayo.

Este ensayo inici6 por el vaciado del medio que previamente contenia el BRBF con el Tercer
ensayo, seguido de una limpieza de las paredes internas del biorreactor con el fin de remover
las células de MF adheridas a las mismas. Se afiadié medio BG-11 y se puso en marcha en
biorreactor. Transcurridas 24 horas, se vacio el medio del BRBF, se realizé una limpieza de
las paredes internas del biorreactor y se procedi6 al pesaje del mismo.

Seguidamente, se afiadio el medio seleccionado en las condiciones descritas en el punto 6.3.4.
y se midid la concentracion de amonio y fosfato en intervalos de 1 hora 'y pH al inicio y final
del ensayo.

Transcurrido el tiempo de ensayo, se vacio el contenido liquido del BRBF, se limpiaron las
paredes y se procedié al pesaje del biorreactor.
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7. RESULTADOS

7.1. PRIMERA ETAPA
7.1.1. Microorganismo y condiciones de cultivo

7.1.1.1. Caracterizacion de la cepa de microalga

Se emplearon claves morfoldgicas para deducir que se trata de una cepa de Phormidium sp.
(Komarek, 2008). La identificacion fue realizada por el Ph.D Luis Carlos Montenegro,
investigador adscrito al Departamento de Biologia de la Universidad Nacional de Colombia.
Las descripciones proporcionadas por Komarek para el género Phormidium, e interpretadas
por el Dr. Montenegro, permiten asociar la cepa de MF a dicho género (Tabla 3).

Tabla 3. Andlisis de morfologia segtn claves de Komarek (Komarek, 2008) . Elaboracion propia.

>

B. C.

sort

A. 43-54 Cyanoprokaryota. Oscillatories. 43. Komvophoron minutum. 44. Phormidium aerugineo. 45. P.
allorgel. 46. P. ambiguum. 47. P. animale. 48. P. autumnale. 49. P. chlorinum. 50. P. corium. 51. P. diguetii.

52. P. formosum. 53. P. hamelii. 54. P. irrigum. B. Phormidium animale. C. Fotografia de MF. 100x.
Filamento medio. Autores. D. Fotografia de MF. 100x. Terminal filamento. Autores.

En general, el género Phormidium se caracteriza por tener: “filamentos uniseriados, rara vez
solitarios, macro y microscopicos estratificados, suaves, finos, como fieltros o peliculas, que
cubren sustratos de naturaleza diversa; vaina con desarrollo facultativo, tubular, firme,
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incolora, unida a los tricomas, no estratificada, abierta en los polos, con 1 tricoma por
vaina; tricomas isopolares, ligeramente rectos, curvos, enroscados u ondulantes, nunca
ramificados, moviles (por ondulaciones, oscilaciones o temblores). Células cilindricas o en
forma de barril, ligeramente isodiamétricas; contenido celular granuloso o granulos
prominentes en los septos 0 en toda la célula; las apicales, redondeadas, atenuadas o
puntiagudas, en ocasiones con caliptra; contenido celular verde azul, rara vez pardusco.
Division celular transversal, perpendicular al eje principal del filamento, las células hijas
crecen hasta su tamafio original antes de la siguiente division; multiplicacion por
hormogonios que se separan de la parte terminal del tricoma por la presencia de necridios
o por fragmentacion completa del tricoma” (Komarek, 2008).

En la Tabla 3 se asocian las fotografias con algunas caracteristicas principales y apreciables
en andlisis de microscopia. En la Imagen B se observa Phormidium animale; en la Imagen D
se observa una fotografia al microscopio de MF en 100x; en la Imagen C se observa una
fotografia al microscopio de un filamento medio de MF en 100x. Se puede apreciar en las
tres imagenes, algunos elementos caracteristicos en comun: filamentos uniseriados, rara vez
solitarios y estratificados; células cilindricas en forma de barril; contenido celular granuloso;
células terminales redondeadas puntiagudas. Adicionalmente, algunas observaciones de
montajes humedos en 4x y 10x, permitian observar movimientos oscilatorios; asi como
algunos cultivos en caja de Petri con agar BG11, dejaban observar filamentos enroscados.

7.1.1.2. Produccién de biomasa

Debido al nimero de ensayos realizados, asi como el tipo de reactor escogido, fue necesario
mantener continuamente reactores alternos de este tipo para la produccién de biomasa.

La produccién que se obtuvo fue suficiente para cumplir con los requerimientos de biomasa
en cada uno de los ensayos realizados en esta investigacion, a traves de la metodologla
planteada. Como muestra, se incluye una fotografia [§ ‘ == .
de uno de los biorreactores, en la que se evidencia la
densidad celular que alcanzaron los cultivos.
(Hustracion 3).

Por otra parte, las condiciones de cultivo
proporcionadas favorecieron la reduccion de la
capacidad autofloculante de MF de manera
considerable por lo que se disminuyo formacion de
biopelicula en el biorreactor y de floculos en el fondo
del mismo. Como resultado de lo anterior, se
obtuvieron medios ricos en biomasa planctonica
(filamentos separados) y un aumento de la vida media
del cultivo al reducir la posibilidad de asentamiento
de grandes porciones de biomasa que pudieran
volverse susceptibles a encontrarse en condiciones
desfavorables, facilitando una posible contaminacion
del medio de cultivo.

IIustraC|0n 4. Montaje reactor - cultivo. Autores
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7.1.2. Determinacion de amonio y fosfatos

Especificidad. Los resultados hallados en torno a la determinacion de las muestras Blanco
fueron congruentes con las reacciones quimica de los métodos utilizados. Los ensayos para
determinar la presencia de amonio y fosfatos en los blancos fueron negativos: no presentaron
algun tipo de coloracion.

En este sentido, los métodos empleados son de un alto grado de especificidad para los analitos
utilizados en esta investigacion.

Linealidad y rango del sistema. Las curvas de calibracion construidas para la determinacion
de amonio y fosfato cumplen con el pardmetro establecido para establecer la linealidad del
sistema, pues el coeficiente de determinacion para las dos curvas es cercano a la unidad
(R?=0.995).

Curva calibracién PO,3

40

y =74.968x - 1.2576
R? =0.9955

—@— Curva calibracion
PO4

......... Lineal (Curva
calibracion PO4)

Concentracién PO, (mg/L)

llustracién 5. Curva de calibracién

5 0 0.2 0.4 0.6 de fosforo. Ajuste por regresion.
Absorbancia R2=0.995

Curva calibraciéon NH,*

60
3 y = 54.38x - 0.9756
£ R2 = 0.9959
.
% —@— Curva calibracion
:5 NH4
Q
 — < —C LLILDITD Lineal (Curva
€ calibraciéon NH4)
3
[
S lustracion 6. Curva de calibracion
0 0.5 1 - . !
-10 i de amonio. Ajuste por regresion. 120
Absorbancia pL/10mL. R2=0.995
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Precision. La precision calculada en porcentaje se encuentra reportada en el Anexo 4, donde
es posible observar un coeficiente de variacién (CV) maximo de 4.876%, para la curva de
calibracion de NH4*, y de 4.729%, para la curva de calibracion de PO4. Ambos valores
cumplen el criterio de aceptacion para la repetibilidad: CV menor al 5%.

Exactitud. La exactitud calculada en porcentaje se encuentra reportada en las Anexos, donde
es posible observar para la curva de calibracion de NH4*, un valor de exactitud de 96.597%
y, de 98.61% para la curva de calibracion de PO4. Ambos valores cumplen el criterio de
aceptacion (100 = 10%).

7.1.3. Evaluacion de la microalga frente a diferentes concentraciones de amonio y
fosfatos

7.1.3.1. Andlisis de evaporacion de amonio

Los resultados para el analisis de volatilidad de amonio se presentan en la Tabla 9:

Tabla 4. Pérdida de amonio por volatilizacion.

D! Medio Concentracion inicial Concentracion final Pérdida NH4
NH4" (mg/L) | POs2(mg/L) | NHs* (mg/L) | PO43 (mg/L) %
1 | BG11-NP 21.23 4,98 20.78 5 2.12%
2 | BG11-NP 31.01 14.86 30.27 14.89 2.38%
3 BG11-NP 42.04 25.01 40.46 25.1 3.76%
4 | BGl1 20.07 5.1 19.66 5.1 2.04%
5 | BG11 30.68 15.02 29.86 15 2.67%
6 | BG1l1 40.03 25 38.43 25 3.99%
Dia0 Dia7

La mayor pérdida por volatilizacién fue del 3.99% en el ensayo 6, seguido de 3.76% en el
ensayo 3, 2.67% en el ensayo 5y 2.38% en el ensayo 1. Los resultados sugieren que las
pérdidas por volatilizacion guardan proporcionalidad con la concentracion de amonio en el
medio.

7.1.3.2. Variacién de amonio y fosfatos

Los resultados mostrados corresponden al promedio multiensayo de cada una de las pruebas.
Como se menciond en la METODOLOGIA, cada prueba se realizo por triplicado.

Los analisis estadisticos de las pruebas, expuestos en los Anexos, concluyen desviaciones
estandar bajas, lo cual indica que la mayor parte de los datos tienden a estar agrupados cerca
de su media. En este caso, la mayor desviacion fue de 0.21 mg/L y se obtuvo en los ensayos
4y 6. La desviacion promedio es de 0.1275 mg/L. El Coeficiente de Variacion (CV) esta en
funcion del valor promedio y la desviacion estandar, asi que estima la variacion de los datos
con respecto al valor promedio. EI CV promedio de los ensayos fue de 0.0183, lo cual
equivale a 1.83%.
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Tabla 5. Resultados: evaluacion microalga frente a diferentes concentraciones de amonio y fosfatos. 0.2 g de inéculo.

Concentracién (mg/L)

ID Medio
NH,* |:’O4_3 NH,* PO4_3 NH.* PO4_3 NH,* |:"’O4_3 NH.* PO4_3 NH.* PO4_3

1 BG11 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

2 BG11-NP | 20.67 | 5.7894 | 20.3957 | 5.939 | 20.45 | 4.06513 | 20.23 | 1.966 | 17.02 | 0.617 | 15.45 | 0.767
3 BG11-NP | 29.48 | 14.935 | 28.8246 | 14.64 | 28.988 | 11.9368 | 26.54 | 10.737 | 25.78 | 6.914 | 16.64 | 2.191
4 BG11-NP | 43.34 | 24.157 | 42.5828 | 21.23 | 41.876 | 19.2087 | 38.45 | 13.511 | 38.29 | 11.56 | 26.54 | 5.714
5 BG11 20.89 | 5.9393 | 20.0151 | 4.815 | 15.665 | 3.54035 | 13.82 | 1.8161 | 10.17 | 1.666 | 5.169 | 1.666
6 BG11 43.78 | 23.707 | 42.0934 | 22.06 | 38.504 | 20.4831 | 36.98 | 18.309 | 31.65 | 14.04 | 15.72 | 6.164
1L BG11 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2L | BG11-NP | 20.67 | 5.7894 | 20.5589 | 5.639 | 20.559 | 4.81481 | 20.45 | 3.6903 | 20.29 | 3.69 | 18.71 | 1.066
3L | BG11-NP | 29.48 | 14.935 | 28.9334 | 14.71 | 28.988 | 11.736 | 28.93 | 7.686 | 28.77 | 8.24 | 26.92 | 4.463
4L | BG11-NP | 43.34 | 24.157 | 43.2897 | 23.48 | 43.398 | 22.2824 | 43.07 | 19.359 | 42.91 | 19.28 | 43.02 | 13.81
5L BG11 20.89 | 5.9393 | 20.3957 | 0.167 | 15.665 | 0.31673 | 15.56 | 0.1668 | 15.34 | 0.167 | 13.76 | 0.017
6L BG11 43.78 | 23.707 | 39.8094 | 22.43 | 39.048 | 20.783 | 38.88 | 20.483 | 30.09 | 19.81 | 26.88 | 18.23

Dia0 Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 7
Tabla 6. Resultados: evaluacion microalga frente a diferentes concentraciones de amonio y fosfatos. 0.4 g de indculo.
Concentracién (mg/L)
ID| Medio
NH,* pO4'3 NH,* PO4_3 NH,* PO4_3 NH,* PO4_3 NH,* PO4_3 NH.* PO4_3

1 BG11 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

2 | BG11-NP | 20.67 | 5.7894 | 20.4501 | 5.564 | 16.535 | 3.46538 | 15.39 | 3.2405 | 15.28 | 1.816 | 7.78 | 0.317
3 | BG11-NP | 29.48 | 14.935 | 28.3352 | 14.64 | 27.302 | 11.9368 | 26.27 | 10.737 | 19.69 | 6.914 | 10.72 | 0.542
4 | BG11-NP | 43.34 | 24.157 | 41.5496 | 21.01 | 39.32 | 18.6839 | 36.76 | 13.736 | 30.62 | 7.589 | 18.23 | 3.69
5 BG11 20.89 | 5.9393 | 19.9063 | 4.755 | 15.175 | 1.81609 | 12.62 | 0.3917 | 8.051 | 0.242 | 1.39 | 0.092
6 BG11 43.78 | 23.707 | 39.5919 | 19.74 | 38.178 | 18.459 | 31.71 | 13.361 | 26.81 | 6.314 | 5.061 | 0.167
1L BG11 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2L | BG11-NP | 20.67 | 5.7894 | 20.5045 | 5.789 | 20.015 | 4.51494 | 16.15 | 1.3663 | 11.04 | 0.317 | 9.68 | 0.767
3L | BG11-NP | 29.48 | 14.935 | 29.6403 | 14.19 | 29.477 | 10.8872 | 27.57 | 6.2392 | 26.21 | 4.59 | 16.48 | 0.242
4L | BG11-NP | 43.34 | 24.157 | 43.3441 | 21.23 | 40.843 | 15.4603 | 38.29 | 11.037 | 34.5 | 7.814 | 29.59 | 1.441
5L BG11 20.89 | 5.9393 | 19.4713 | 4.89 | 16.861 | 0.31673 | 15.12 | 0.1668 | 13.22 | 0.467 | 10.06 | 0.242
6L BG11 43.78 | 23.707 | 39.8094 | 19.66 | 39.048 | 13.8859 | 36.22 | 6.3891 31 6.689 | 15.99 | 1.816

Dia 0 Dia1l Dia 2 Dia3 Dia 4 Dia7

Los analisis estadisticos proporcionan una alta confiabilidad en cuanto a la toma de muestras
y protocolos de medicidn realizados (Ver anexos 1y 2).
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7.1.3.3. Andlisis de consumo de amonio

La llustracion 6 no contempla los ensayos a los cuales se aplica protocolo de lavado en las
células, inicamente se relaciona la incidencia de la biomasa sobre la asimilacion del amonio
en dos medios de cultivo diferentes: B-NP: BG11-NP y B: BG11(Se reducen los indicativos
en la gréfica por facilidad de lectura e interpretacion).
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llustracién 7. Incidencia de biomasa y medio de cultivo sobre consumo de amonio en diferentes concentraciones

A partir de la lustracidén 6 se pueden extraer dos elementos importantes: la cantidad de
indculo influye en la tasa de consumo de amonio; el BG11 como medio base es mas eficiente
para la tasa de consumo de MF que el BG11-NP.

En la llustracion 7 se relacionan los ensayos a los cuales se aplicé protocolo de lavado en las
células. Se mantiene la variacion de biomasa y los medios de cultivo base. El protocolo de
lavado descrito en el punto 6.2.3.3. elimina los macronutrientes y micronutrientes adheridos
a las paredes en las microalgas, provenientes de los reactores de produccién de biomasa. El
principal objetivo de estos ensayos era determinar la incidencia de dichos elementos, a partir
de la comparacion de los ensayos expuestos en la ilustracion 6, sobre el consumo de amonio.

32



50.00

45.00

40.00

35.00

30.00

25.00

Concentracion NH4+ (mg/L)

15.00

10.00

5.00

0.00

20.00 &

./

oo
Q— o A A A A
o o ¢
3 ©—0.2gB-NP
= 0.2 g B-NP
+ + + 2 A—0.2gB-NP
T + ; —%—02gB
0.2gB
——\:':\ @) < < ~ <; 0.4 g B-NP
\x\_,,d S +—0.4 g B-NP
s —,—,— - 0.4 gB-NP
0.4gB
©—04gB
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Tiempo (dias)

lustracion 8. Incidencia de lavado de células, biomasa y medio de cultivo sobre consumo de amonio en diferentes concentraciones

Segun la llustracion 7, cuando se aplica protocolo de lavado a las células, la cantidad de
indculo inicial toma vital importancia. EI medio de cultivo base sigue siendo influyente en la
velocidad y nivel de asimilacion.

Correlacionando los resultados de la llustraciéon 6 y la llustracion 7, se determinan tres
aspectos fundamentales, de cara a los ensayos que se realizaron en el BRBF:

e En medio de cultivo BG11, la microalga presenta mayor velocidad y nivel de
consumo de amonio.

e La cantidad de biomasa en el indculo inicial influye proporcionalmente sobre el
consumo de amonio.

e EIl lavado de células disminuye el nivel y velocidad de consumo de amonio;
asimismo, cuando se aplica este protocolo, la cantidad de biomasa tiene mayor
impacto sobre el consumo de amonio.
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7.1.3.4. Andlisis de consumo de fosfatos

La llustracion 8 no contempla los ensayos a los cuales se aplica protocolo de lavado en las
células, anicamente se relaciona la incidencia de la biomasa sobre la asimilacion del fosfatos
en dos medios de cultivo diferentes: B-NP: BG11-NP y B: BG11(Se reducen los indicativos
en la gréfica por facilidad de lectura e interpretacion).
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lustracion 9. Incidencia de biomasa y medio de cultivo sobre consumo de fosfatos en diferentes concentraciones

El consumo de fosfatos marca dinamicas completamente diferentes al consumo de amonio.
MF no presenta dificultades de atencidn para el consumo de fosfatos en alguno de los dos
medios de cultivo. Se puede apreciar una corta fase de adaptacion en medios de cultivo
BG11-NP, pero la tendencia de remocion se mantiene.

Sin embargo, como se observo en los resultados de asimilacion amonio, la cantidad de
biomasa inicial optimiza el nivel y velocidad de consumo de fosfatos.

En la llustracion 9 se relacionan los ensayos a los cuales se aplicé protocolo de lavado en las
células. Se mantiene la variacion de biomasa y los medios de cultivo base. El protocolo de
lavado descrito en el punto 6.2.3.3. elimina los macronutrientes y micronutrientes en las
microalgas, provenientes de los reactores de produccién de biomasa. El principal objetivo de
estos ensayos era determinar la incidencia de dichos elementos, a partir de la comparacion
de los ensayos expuestos en la ilustracion 8, sobre el consumo de fosfatos.
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lHustracién 10. Incidencia de lavado de células, biomasa y medio de cultivo sobre consumo de fosfatos en diferentes concentraciones.

Tal y como se evidencio6 con el consumo de amonio, el consumo de fosfatos se ve impactado
cuando se aplica protocolo de lavado de células. En menor medida, pero, definitivamente,
incide.

Correlacionando los resultados de la llustracion 8 y la llustracién 9, se corroboran los tres
aspectos destacados en el punto anterior de Analisis de consumo de amonio, de cara a los
ensayos que se realizaron en el BRBF:

e En medio de cultivo BG11, la microalga presenta mayor velocidad y nivel de
consumo de amonio.

e La cantidad de biomasa en el indculo inicial influye proporcionalmente sobre el
consumo de amonio.

e EIl lavado de células disminuye el nivel y velocidad de consumo de amonio;
asimismo, cuando se aplica este protocolo, la cantidad de biomasa tiene mayor
impacto sobre el consumo de amonio.

Es importante destacar que, aunque se puedan extraer los mismos elementos, parece que el
consumo de amonio es mas sensible a variaciones de agentes externos: biomasa, medio de
cultivo y concentracion de analitos.
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Tabla 7. Porcentajes de remocion y tasas de consumo promedio para ensayos con 0.4 g de indculo en 50 mL de medio.

Concentracié | Concentracio Porcentaje Tasa de

Medio de n inicial n final remocion consumo
D1 cuitivo (mg/L) (mg/L) % (mg/L-dia)
NH.* |:)O4'3 NH.* |:’O4'3 NH.* |:’O4'3 NH.* |:)O4_3

1 BG11 0 0 0 0 0 0 0 0
2 BG11-NP 20.67 | 5.7894 | 7.78 0.317 62.36% 9452% | 1.84 | 0.78
3 BG11-NP | 29.48 | 14.935 | 10.72 | 0.542 | 63.64% 96.37% | 2.68 | 2.05
4 BG11-NP | 43.34 | 24.157 | 18.23 3.69 57.94% 84.72% | 3.58 | 2.92
5 BG11 20.89 | 59393 | 1.39 0.092 | 93.35% | 98.45% | 2.78 | 0.83
6 BG11 43.78 | 23.707 | 5.061 | 0.167 | 88.44% | 99.30% | 5.53 | 3.36

1L BG11 0 0 0 0 0 0 0 0

2L | BG11-NP 20.67 | 5.7894 | 9.68 0.767 53.17% 86.75% | 1.57 | 0.71
3L BG11-NP 29.48 | 14935 | 16.48 0.242 44.10% 98.38% | 1.85 | 2.09
4L BG11-NP 43.34 | 24.157 | 29.59 1.441 31.73% 94.03% | 1.96 | 3.24
5L BG11 20.89 | 5.9393 | 10.06 | 0.242 51.84% 95.93% | 1.54 | 0.81
6L BG11 43.78 | 23.707 | 15.99 1.816 63.48% 92.34% | 3.97 | 3.12
Dia 0 Dia 7

La Tabla 7 resume los ensayos realizados con 0.4 g de inoculo inicial. Se exponen estos
resultados debido a que, con respecto a los ensayos de 0.2 g de in6culo, los rendimientos y
tasas de remocion son mas altos.

7.2. SEGUNDA ETAPA

7.2.1. Disefio del Biorreactor Rotativo de Biopelicula fija

1) Predimensionamiento:
Se propuso un reactor de biodiscos unidos por un Unico eje, cuyo contenedor sea traslucido
y geométricamente regular, adicionalmente, teniendo en cuenta las velocidades de rotacion
manejada, se propone un mecanismo de agitacion mecanica con aspas.

El predimensionamiento es realizado a partir de los siguientes criterios y observaciones:

e En cultivos de recuperacion se observd que MF tiene la capacidad de formar
biopelicula sobre diferentes materiales como vidrio y pléstico.

e Lanecesidad de luz por parte de MF, requiere que su material de adhesion y sujecion,
asi como su contenedor permitan el paso de luz.

e Se planean dos anillos exteriores para cada biodisco. Esto con el fin de facilitar su
manipulacion.

e Cada biodisco se compone de dos medias partes, cuya unidn proporciona una matriz
de sostén para facilitar la adhesion y sujecion de MF.

e Cuatro paletas constituyen cada una de las aspas.
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e EIl contenedor se propone de cristal o acrilico, de tal forma que se permita el mayor
ingreso de luz posible al interior del reactor.

e Launion biodisco-aspa es unién tipo rosca.

e El largo del BRBF se constituye de las uniones biodisco-paleta, paleta-biodisco.

e Las paletas y biodiscos serdn hechos con impresion 3D. Se planea consultar
prestadores del servicio para finiquitar detalles sobre material y tipo de construccion.

e Se planea usar rodamientos para la fijacion del eje del reactor a su contenedor. Esto
permite que el reactor se sujete al contenedor mientras gira el eje central.

e El material del reactor no puede ser biodegradable.

2) Elaboracion:

Para la construccion de los biodiscos, se adopt6 un disefio de red interconectada por dos capas
solapadas apiladas de manera no uniforme. Este disefio permitia la interconexién de toda la
red de filamentos del biodisco y conjuntamente el paso de fluidos y luz. El disefio se realizé
en conjunto con el fabricante SERINSY 3D, quienes adicionalmente aportaron la
informacidn necesaria para seleccionar el material de fabricacion.

llustracion 11. Montaje biodiscos. SERINSY 3D.

La impresion 3D es una técnica reciente y no existen experiencias de construccién de
reactores con esta técnica; en dialogos con el fabricante e informacion de la técnica se
encuentra que las piezas se construyen a través de tejido, un elemento importante teniendo
en cuenta la morfologia filamentosa de MF, es decir, se prevé una mayor sujecién y adhesion
debido a dicha caracteristica de tejido.

El material escogido es el Tereftalato de Polietileno (PETG). EI PETG es el plastico mas
usado en el mundo y uno de los materiales méas usados en la impresion 3D, la G del final se
refiere a Glycol-modificado, e indica un cambio en la estructura quimica del polimero que lo
hace mas transparente, menos fragil, méas facil de procesar y resistente a temperaturas de
hasta 80°C (BITFAB, 2019). Adicionalmente, el PETG es un material aprobado para uso
alimentario con gran resistencia quimica y reciclable.
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Escogido el material y hechas todas las precisiones posibles, se desarrolla el disefio final para
impresion:

lustracion 12. Disefio final para impresion. SERINSY 3D. A. Vista perfil BRBF — B. Vista
isométrica.

El disefio final, si bien no es completamente traslucido, proporciona el ingreso de luz
requerido.

Para el disefio y construccion del contenedor se descarta el vidrio como material. Una vez
consultados varios fabricantes, se expone la fragilidad de dicho material ante la perforacién
y flexibilidad; por esta razon se escoge el acrilico. Definido el material, se disefio el
contenedor con cada uno de sus orificios:

llustracion 13. Disefio final de cubeta. Autores.

El contenedor consta de dos orificios superiores para el escape de gases y toma de muestras,
y dos orificios laterales para el soporte de los biodiscos y paletas.
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El volumen efectivo del BRBF es de 2.2 litros, lo cual equivale a un 45% de sumergencia en
los discos:

llustracion 14. Dimensiones efectivas del BRBF. Autores. A. Vista
frontal BRBF-Biodisco — B. Vista isométrica de cubeta.

3) Ensamblaje:

Una vez se construyen cada una de las piezas, se procede a realizar el montaje completo
del BRBF y se comprueba su funcionamiento con todas las partes ensambladas:

llustracién 15. Construccion BRBF. Autores.
7.2.2. Formacion de biopelicula

En la fotografia se aprecian biodiscos, aspas, el contenedor y los rodamientos que sujetan y
permiten la rotacion del eje. Para la rotacion del eje se utilizan motores monofasicos de 6

RPM.

Para el crecimiento y adhesion del organismo en el BRBF se puso en marcha el reactor con
cultivos de MF en suspension (Ver llustracion 15).
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lHustracion 16. Adhesion y crecimiento de MF en el BRBF. Autores.

La metodologia propuesta se disefid para aprovechar la capacidad de sujecién, adhesion y
auto floculacién del organismo, asi como la disposicion, técnica de construccion y material
de los biodiscos, permitiendo que MF colonizara la estructura interna del BRBF.

El monitoreo del crecimiento de Phormidium sp. en los biodiscos por medio de microscopia
a 40x, arrojo6 los siguientes resultados:

Tabla 8. Visualizacion microscdpica de biodiscos en 40x.

Dia de cultivo 3. El organismo demostro la
capacidad de crecer al interior de las hebras
del biodisco. Se aprecié una porcion que
representa el crecimiento generalizado en el
biodisco.
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Dia de cultivo 8. Se visualizO una
colonizacion  homogénea  sobre  los
biodiscos. Sin embargo, la porcion del
biodisco, visualizada en el lente objetivo,
sugiere que los discos podian densificarse
aun mas.

Dia de cultivo 15. Los biodiscos tenian una
significativa densificacion celular, el color
que se aprecia evidencia una colonizacién
densa y homogénea. Se decidié establecer
este punto de crecimiento como el inicio de
los ensayos finales en el BRBF.

llustracién 17. Crecimiento celular en biodiscos de BRBF. Autores.
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En el dia 15, una vez se observo la densificacion celular suficiente en los discos (Ver
llustracion 16), se liberd el medio en suspension y se prepard el BRBF para el primer lote de
analisis para la remocién de amonio y fosfatos.
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7.2.3. Asimilacion de amonio y fosfatos en el BRBF
7.2.3.1. Primer ensayo en el BRBF

Los resultados del Primer ensayo se encuentran contenidos en la Tabla 9. Con base en
resultados de los ensayos realizados en la Primera etapa, se esperaba tomar lecturas diarias
durante 7 dias.

Como se aprecia en la ilustracion 17, para la hora 19, la concentracion de amonio era de
0.384x mg/L y la concentracion de fosfatos era de 0.691 mg/L, lo cual corresponde a una
remocion del 99.05% para amonio y 97.44% para fosfatos, y una tasa de remocién promedio
de 23.136 mg/L-d para N-NH4* y 15.151 mg/L-d para P-PO4>. El pH del ensayo no tuvo
variacion alguna y se mantuvo en 7.0.

Tabla 9. Resultados Primer Ensayo.

Primer ensayo Edad de cultivo (h) 168
Amonio Fosfato
Absorbancia | Concentracion Tasa de Absorbancia | Concentracion Tasa de
(mg/L) remocion (mg/L- (mg/L) remocion (mg/L-
Hora
d) d)
0 0.766 40.679 0.378 27.080
19 0.025 0.384 23.136 0.026 0.692 15.151
45
_ 40 ©
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llustracion 18. Primer ensayo: metabolizacion NH4s* y PO4™ en BRBF.
7.2.3.2. Segundo ensayo en el BRBF
Los resultados del Segundo ensayo se encuentran contenidos en la Tabla 10.

Como se visualiza en la llustracion 18, la remocion del amonio y de fosfato se aprecid desde
la hora 2 de ensayo y la tendencia se mantuvo hasta la hora 6, con una tasa promedio de
remocion de 1.393 mg/L-d para el amonio y 0.448 mg/L-d para fosfato. Tasas muy inferiores,
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con respecto a las obtenidas en el Ensayo 1. El pH del ensayo tuvo una ligera variacion,
situandose en 7.2 en las mediciones realizadas.

Tabla 10. Resultados segundo ensayo.

Segundo ensayo Edad de cultivo (h) ‘ 191
Amonio Fosfato
Absorbancia | Concentracién | Tasa de remocion | Absorbancia | Concentracion | Tasa de remocion
(mg/L) (mg/L-d) (mg/L) (mg/L-d)
Hora
0 0.675 35.731 - 0.338 24.082 -
2 0.638 33.719 1.155 0.316 22.432 0.947
4 0.603 31.816 1.093 0.310 21.982 0.258
6 0.575 30.293 0.874 0.308 21.833 0.086
22 0.48 25.127 2.966 0.292 20.633 0.689
24 0.452 23.604 0.874 0.286 20.183 0.258
40.000
_, 35.000 <o o 3
Eo 30.000 <
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©— Amonio Fosforo

lustracién 19. Segundo ensayo: metabolizacion NHs*y PO en BRBF

7.2.3.3. Tercer ensayo en el BRBF
Los resultados del Tercer ensayo se encuentran contenidos en la Tabla 11.

La remocidn de macronutrientes N-P observada en la llustracion 19 se da a una menor tasa,
con respecto al Segundo ensayo. Se tomaron 14 muestras, obteniendo tasas promedio de
remocion de 0.352 mg/L-d para amonio y 0.200 mg/L-d para fosfatos, con un porcentaje de
remocion de 18.9% de N-NH4* y de 18% de P-PO43. El pH del ensayo tuvo una ligera
variacion, situandose en 7.4 en las mediciones realizadas.
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Tabla 11. Resultados tercer ensayo.

ENSAYO 3 Edad de cultivo (h) | 214
LECTURA AMONIO LECTURA FOSFATO
Hora Absorbancia Concentracion | Tasa de remocidn Absorbancia Concentracion | Tasa de remocidn
(mg/L) (mg/I-d) (mg/L) (mg/I-d)
0 0.854 45.465 - 0.378 27.080 -
1 0.792 42.093 1.936 0.373 26.705 0.215
2 0.786 41.767 0.187 0.374 26.780 -0.043
3 0.76 40.353 0.812 0.353 25.206 0.904
4 0.744 39.483 0.500 0.357 25.506 -0.172
5 0.744 39.483 0.000 0.35 24.981 0.301
6 0.736 39.048 0.250 0.349 24.906 0.043
7 0.722 38.287 0.437 0.346 24.681 0.129
24 0.72 38.178 0.062 0.311 22.057 1.507
25 0.715 37.906 0.156 0.314 22.282 -0.129
26 0.712 37.743 0.094 0.314 22.282 0.000
27 0.709 37.580 0.094 0.314 22.282 0.000
28 0.705 37.362 0.125 0.313 22.207 0.043
29 0.701 37.145 0.125 0.313 22.207 0.000
30 0.696 36.873 0.156 0.313 22.207 0.000
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lustracion 20. Tercer ensayo: metabolizacion NHs* y PO4 en BRBF
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7.2.3.4. Cuarta ensayo en el BRBF

Los resultados del Cuarto ensayo se encuentran contenidos en la Tabla 12.

La remocion de macronutrientes N-P observada en la llustracién 20 presenta tasas de
promedio de 1.142 mg/L-d para el amonio y 0.550 mg/L-d para fosfato, lo cual corresponde
a un porcentaje de remocion de 87.017% de N-NH4"y 98.27% de P-PO4. El pH del ensayo
no tuvo variacion alguna y se mantuvo en 7.4.

El Cuarto ensayo permite confirmar la incidencia del NaNOs y del KoHPO4 sobre la

metabolizacion de amonio y fosfatos.

Tabla 12. Resultados cuarto ensayo.

Cuarto ensayo Edad de cultivo (h) 238
Amonio Fosfato
Hora Absorbancia Concentracion Tasa de remocion Absorbancia Concentracion | Tasa de remocion
(mg/L) (mg/1-d) (mg/L) (mg/I-d)

0 0.935 49.870 - 0.247 17.259 -

1 0.931 49.652 0.125 0.245 17.110 0.086
2 0.923 49.217 0.250 0.238 16.585 0.301
3 0.922 49.163 0.031 0.223 15.460 0.646
4 0.870 46.335 1.624 0.220 15.235 0.129
5 0.860 45.791 0.312 0.215 14.861 0.215
6 0.852 45.356 0.250 0.210 14.486 0.215
7 0.850 45.247 0.062 0.166 11.187 1.894
8 0.792 42.093 1.811 0.114 7.289 2.238
9 0.615 32.468 5.526 0.106 6.689 0.344
10 0.612 32.305 0.094 0.090 5.490 0.689
24 0.315 16.154 9.273 0.019 0.167 3.056
25 0.310 15.882 0.156 0.018 0.092 0.043
26 0.302 15.447 0.250 0.017 0.017 0.043
27 0.291 14.849 0.343 0.016 0.017 0.003
28 0.260 13.163 0.968 0.016 0.009 0.002
29 0.207 10.281 1.655 0.003 0.001 0
30 0.204 10.118 0.094 0.002 0 0
31 0.186 9.139 0.562 0.001 0 0
32 0.158 7.616 0.874 0.001 0 0
33 0.136 6.420 0.687 0.001 0 0
34 0.137 6.474 -0.031 0.001 0 0
35 0.130 6.094 0.219 0.001 0 0
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lustracién 21. Cuarto ensayo metabolizacion NH4+ y PO4-3 en BRBF

A continuacion, se presenta una tabla para resumir la informacién presentada anteriormente,
con relacion a los ensayos 1, 2, 3y 4 en el BRBF.

Tabla 13. Resumen y sintesis de ensayos en el BRBF

Amonio Fosfato Tasa promedio Porcentaje de
remocion remocion
ID Duracién | Concentracion Concentracion | Concentracion Concentraciéon | Amonio  Fosfato | Amonio  Fosfato
inicial final inicial final
Unidades (Horas) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L-  (mg/L- (%) (%)
hora) hora)

Ensayo 1 20 40.679 0.383 27.080 0.691 2.120 1.388 99.056 97.448
Ensayo 2 24 35.730 25.126 24.081 20.633 0.482 0.156 29.677 14.318
Ensayo 3 30 45.464 38.014 27.08 22.282 0.275 0.177 16.386 17.717
Ensayo 4 35 49.869 6.474 25.259 0.4365 1.276 0.730 87.017 98.271

El anélisis de la metabolizacién de amonio y fosfatos por parte de MF, dispuesta en el BRBF,
se llevd a cabo en cuatro ensayos. Si bien los ensayos se preparaban para iniciar con 40 mg/L
de amonio y 25 mg/L de fosfatos, la determinacion experimental de dichas concentraciones
en la hora 0, no correspondian exactamente a las concentraciones teoricas. Los mejores
resultados, en cuanto a tasas y porcentajes de remocion, se obtuvieron en los ensayos 1y 2.

Si bien en algunos ensayos de la Primera etapa, se obtuvieron niveles de remocién por
encima del 90% para amonio y fosfatos (Tabla 7), la disposicién de MF en el BRBF permitio
demostrar que dichos niveles de remocion pueden ser alcanzados en menor tiempo, al
disminuir el nimero de horas necesarias para este propésito de 168 a 19 (ensayo 1- BRBF),
un aumento en la eficiencia de remocion del 88.7%.
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8. DISCUSION
8.1. DETERMINACION DE AMONIO (NH4*) Y FOSFATO (PO4?)

8.1.1. Establecimiento y validacién del método
8.1.1.1. Especificidad

La nulidad en los resultados de los ensayos realizados para especificidad se debe a las
reacciones acaecidas en los métodos propuestos. En principio, la reaccion del reactivo de
Nessler con amoniaco es:

2 Kz[Hgls] + 3 KOH + H3aN = Hgl (H2N) . HgO + 7 KI + 2 H20
Con catién amonio, la ecuacion iénica es:
2 [Hgla]z- + 4 OH + HaN* = Hgl (H2N) . HgO + 7 I + 3 H20

En este sentido, el analito debe estar presente para una solucion coloreada por lo cual,
cualquier otro compuesto no seguira la reaccion anterior y no generara coloracion alguna.

De igual manera sucede con la reaccion del método de RVM, como sigue:
(PO4) >~ + (VO3) ~ + 11(M004) * + 22 H* <> P(VMo011040) * + 11 H20

Esta reaccion no sucede en presencia de analitos placebo, por lo que no se observaran
compuestos coloreados. Es importante aclarar que el RVM otorgo una coloracién
ligeramente amarilla, por lo que la interferencia se elimind mediante la preparacion de
blancos y ajustada en el espectrofotometro mediante las curvas de calibracion.

8.2. EVALUACION DE MICROALGA FRENTE A DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE AMONIO Y FOSFATOS

De los resultados de la Primera etapa se pueden extraer tres elementos principales del
comportamiento del microrganismo en relacion con el contenido de biomasa utilizado, la
volatilizacion del N-NHz y la incidencia en el crecimiento de las concentraciones
diferenciadas de macronutrientes N-P.

Los porcentajes de remocion de N-P guardan una relacion proporcional con la cantidad de
biomasa afiadida al ensayo. Es comdn que la tasa de consumo de nutrientes incremente
cuando se aumenta la concentracion de microorganismos como se describe en el modelo
cinético de Michaelis — Menten (Michaelis & Menten , 1913), el cual es estructuralmente
similar al modelo de Monod, y esta regulado por la concentracion intracelular N-P de cada
organismo: comportamiento explicado en el modelo de Droop (Droop, 1968).

El equilibrio amoniaco/amonio (NH3/NH4") oscila entre dos fendémenos opuestos ocurriendo
en el sistema: Eliminacion fisica de amoniaco y la utilizacién bioldgica del amonio (de la
Nole & Talbot , 1993).
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Dependiendo de la tasa de utilizacion del ion amonio por parte del alga, el aumento del pH
por encima de 8.0 (R.O. Cafiizares-Villanueva, 1994), la temperatura (Proceso fuertemente
catalizado por altas temperaturas (de la Noue & Talbot , 1993)) y la aireacion del medio
(Gonzalez, Caiizares, & Baena, 1997), el equilibrio se puede desplazar hacia la izquierda y
ser volatilizado. A un pH bajo < 8, cuyo caso es el de esta investigacion, la forma idnica del
amonio (NH4") es predominante (> 96% (Wetzel, 1983)), este resultado es consistente con el
porcentaje de pérdida por volatilizacion estimado en la etapa de Analisis de volatilizacion del
amonio de esta investigacion (2.45% - 4.42%). Es, por lo tanto, poco probable que el
amoniaco se volatilizara a la atmosfera ya que este proceso ocurre cuando el amoniaco esta
en su forma molecular (NHs (Idelovich & Michail, 1981)). En consecuencia, se demostro
que el amoniaco desaparecio principalmente debido al consumo algar activo.

Los ensayos previos también demostraron que MF tiene un comportamiento consistente en
cuanto a las tasas y nivel de asimilacion, segun la literatura, ante la variacion de
concentraciones de ortofosfatos y amonio. En la tabla 8 se muestran los ensayos realizados
para las concentraciones maximas y minimas de estos nutrientes; los resultados de estos
ensayos no indican una restriccion metabdlica, en términos de tasa de crecimiento
(generacion de biomasa), entre 20 y 40 ppm de amonio (N-NHs*) y 5y 25 ppm de
ortofosfatos (P-PO4). La restriccion metabdlica puede ser atribuida a la interaccion de las
cianobacterias con el ion amonio debido a su rol antagonico en el crecimiento (R. Blier, G.
Laliberté & J. de la Note, 1996) en dos aspectos: inhibicion y toxicidad; cuya condicién de
ocurrencia dependen a su vez de las concentraciones de esta molécula y en la forma quimica
en la cual esta presente. De esta manera, teniendo en cuenta la forma dominante de amonio
(N-NH4") presente en los ensayos, debe esclarecerse que la concentracion de esta molécula
necesaria para empezar a inhibir el crecimiento esta en el intervalo de 2.83mMol (51mg/L)
N-NH4*/L y 3.2mMol (58mg/L) N-NH;"/L (Markou & Georgakakis, 2011), y que las
concentraciones trabajadas en esta investigacion llegaron a un maximo de 2.21mMol
(40mg/L) N-NH4*/L, razén por la cual no se concibe una dinamica de inhibicion, dada la
concentracion utilizada en esta investigacion. Es importante aclarar que, si bien el amoniaco
libre en solucion (NHs) no estuvo presente en el ensayo en cantidades significativas, este
tiene un impacto mayor en la restriccion metabdlica de las cianobacterias, estando la
concentracion suficiente para inhibicion situada en valores entre 2.06mMol (35mg/L) N-
NHs/L y 2.5mMol (42.6 mg/L) N-NHs/L (R. Blier, G. Laliberté & J. de la Note, 1996)
(Abeliovich & Azov, 1976) y en niveles toxicos a concentraciones de 2.9mMol (50 mg/L)
N-NHas/L (R. Blier, G. Laliberté & J. de la Noue, 1996).
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8.3. BIORREACTOR ROTATIVO DE BIOPELICULA FIJA

8.3.1. Anadlisis de cinética de degradacion (K)

Tabla 14. Resultados cinética de degradacion en el BRBF

i

Amonio Fosfato % remocion
ID Duracién Concentracidoni | Concentracion f K | Concentraciéni | Concentracionf| K | Amonio | Fosfato
Unidades |(Horas) (mg/L) (mg/L) d? (mg/L) (mg/L) d? (%) (%)
Ensayo 1 20 40.679 0.383 5.89 27.08 0.691 4.63| 99.056 | 97.448
Ensayo 2 24 35.73 25.126 0.57 24.081 20.633 0.32| 29.677 | 14.318
Ensayo 3 30 45.464 38.014 0.35 27.08 22.282 0.16| 16.386 | 17.717
Ensayo 4 35 49.869 6.474 1.63 25.259 0.4365 6.69| 87.017 | 98.271

La cinética de degradacion (K) permite correlacionar la dinamica de un sustrato en un periodo
determinado. Como se observa en la Tabla 14, en el Ensayo 1 se lograron mayores tasas y
nivel de asimilacion de amonio y fosfatos por parte de MF, seguido de los Ensayos 4, 2y 3.

En procesos de tratamiento bioldgico de amonio con cianobacterias, las constantes K
alcanzadas oscilan entre 0.13 d* y 0.35 d*, mientras que las constantes reportadas para el
tratamiento biologico de fosfatos oscilan entre 0.25d ™ty 0.8 d (Converti, Converti, & Lodi,
2005); (Acevedo , Pino , & Pefiuela , 2017) y (Carrefio, 2016).

8.3.2. Proporcion N/P

Los resultados obtenidos en el biorreactor sugieren que los mayores porcentajes de remocion
y las mayores tasas de absorcion de N-P obedecen a los ensayos que cuentan con la presencia
de nitrato de sodio remanente del BG-11 como consecuencia de la resuspension de células,
en el medio utilizado, sin lavado previo. Numerosos estudios indican que este
comportamiento puede explicarse a través del cambio en la proporcion N/P en el medio que
contiene las cianobacterias. De acuerdo a la literatura, la concentracion N-P y proporcion
N/P, pueden modificar significativamente la composicion bioquimica de las células del alga;
elementos que, segun (Gardner-Dale. D.A., 2017) (Sterner & Elser, 2002), inciden en la
disminucidn de tasas de consumo de N-P.

La proporcién N/P del medio BG-11 es de 60:1, la cual es superior a la proporcién N/P del
medio utilizado en el BRBF, que es de 3.875/1. En este sentido, se determina que la relacion
N/P no es Optima para el crecimiento de Phormidium sp. lo cual es congruente con lo
expresado por (P. Talbot, 1993), que sitta el valor de esta proporcidn en 54:1 para este tipo
de cianobacteria.

8.3.3. Consumo de Fosfatos

La eliminacion de fosforo en cultivos de algas es el resultado de dos fenémenos: Absorcion
celular directa bajo condiciones aerobicas y precipitacion quimica como fosfatos de hierro 'y
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calcio (en forma de hidroxiapatita), este ultimo es fuertemente dependiente de las condiciones
ambientales, tales como pH por encima de 8, y la presencia de iones metalicos (Ca*, Fe").
(Gonzalez, Cafiizares, & Baena, 1997) (R. Blier, G. Laliberté & J. de la Nolie, 1996). La
forma en la que el fosforo es consumido por microalgas es el ortofosfato (P-PO4%) (Markou
& Georgakakis, 2011) y estd influenciado por varios factores: La cantidad de luz en el
sistema, ya que el proceso de utilizacion del fosforo es dependiente de la energia y su tasa de
consumo sera mas lenta en ambientes oscuros que en ambientes luminosos (Falkner, Horner,
& Simonis, 1980); el pH en el medio, pues las tasas de consumo decrecen en ambientes
acidos y en ambientes relativamente alcalinos (Rigby, Craig, & Budd, 1980); y la presencia
de otras sustancias en el medio, especificamente de iones dado que la carencia de estos —
como K*, Na*y Mg* —disminuye la tasa de asimilacion del fésforo (Seale, Boraas, & Warren,
1987).

Teniendo en cuenta esta informacion, se precisan tres elementos importantes: Ya que el pH
del medio es neutro, se admite que la forma quimica presente del fosforo es el ortofosfato y
que es justamente esta condicidn de ausencia de acidez y alcalinidad la que permite obtener
tasas de remocion relativamente altas. Adicionalmente, los resultados obtenidos en los
ensayos de remocién de fosfatos en el BRBF, se deben principalmente a la absorcion celular
por parte de MF y no a la precipitacion quimica; ya que el BRBF no proporciona las
condiciones necesarias para que se dé tal precipitacion, como un pH mayor a 8 y presencia
zonas anoxicas.

La mayor tasa de remocién promedio de fosfatos fue 15.151 mg P-POu/I-d, medida en el
ensayo 1, seguida de 10.549mg P-PO./I-d h en el ensayo 4, 3.262 mg P-PO./I-d en el ensayo
2y 2.302 mg P-PO4/I-d en el ensayo 3. La disminucién abrupta de la tasa de asimilacion
entre el ensayo 1 y 3 en el biorreactor, puede explicarse a través de: el cambio en las
condiciones del medio, el contenido disponible de N y el impacto que estos elementos tienen
sobre el crecimiento del organismo. Para aproximarse al comportamiento de consumo y
utilizacion de nutrientes N-P de una microalga en un sistema, debe realizarse dicho analisis
teniendo en cuenta las condiciones a las cuales fue sometida con anterioridad (Shoener, y
otros, 2019), por ejemplo, si el organismo estaba previamente en condiciones suficientes de
Nitrégeno aprovechable, como sucedi6 cuando se encontraba en medio BG-11 (proporcion
N/P 60:1) y pasa a condiciones de insuficiencia de este macronutriente, como las condiciones
en el BRBF (proporcion N/P 3.875:1), MF empezara a crecer a expensas de las reservas de
fésforo almacenadas previamente (R. Blier, G. Laliberté & J. de la Note, 1996) y disminuira
las tasas de consumo del macronutriente en el reactor, debido a la modificacion de las
proporciones de N/P internas, condicionando a su vez, la velocidad de consumo y utilizacion
del fosforo del medio. (Gardner-Dale. D.A., 2017). Es evidente, por lo tanto, que las tasas de
remocion de fosfatos por parte de Phormidium sp son altamente dependientes de la cantidad
de N disponible en el medio. Comportamiento consistente con los valores de las tasas de
remocion obtenidos en la Ilustracion 23.

En este sentido, el comportamiento de las tasas de remocion calculadas de P-PO4? se
muestran en la llustracion 21, donde se evidencian dos elementos principales: La aparicion
de tasas de remocidn negativas durante el ensayo 3 (valor maximo de -3.262 mg P-PO4/I-d)
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seguido de un aumento (valor maximo de 17.17 mg P-PO./I-d); y la disminucién del valor
promedio de las tasas de remocion generales entre los ensayos 2 y 3, calculadas a partir del
promedio de las tasas obtenidas en los intervalos comparables.
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Tasa de Remocién (mg/I-d)
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O—Tr PO4 Ensayo 2 Tr PO4 Ensayo 3

llustracion 22. Tasas de Consumo de PO4® Ensayos 2 - 3 en BRBF

En cianobacterias, el ortofosfato es almacenado como granulos de polifosfatos, los cuales
juegan un rol importante en la regulacién del transporte de fosfato, pueden ser liberados al
medio en la subsecuente muerte celular (Laliberté, Lessard, de la Nole, & Sylvestre, 1997).
Tal comportamiento puede explicar la presencia de tasas negativas al existir liberacion de
fosfato en el medio, mientras que el ulterior incremento en los valores de las tasas de
remocioén se debe al aprovechamiento de los nutrientes liberados en el proceso de muerte
celular por los organismos remanentes; en un comportamiento similar al descrito por Monod
en su dindmica de crecimiento de microorganismos con relacion al sustrato disponible
(Monod, 1949),especificamente a la fase endégena de la curva de crecimiento, lo cual es
constatado con el comportamiento de crecimiento de Phormidium sp. durante el ensayo 3, al
correlacionar los datos obtenidos en los anélisis de biomasa y las tasas de remocién (datos
no mostrados).

En relacion al aumento de la tasa de asimilacion promedio de P-PO4® mostrada en el ensayo
4,10.331 mg P-PO4%/I-d cabe preponderar el cambio de escenario a la que fue sometida MF.
En este ultimo ensayo, se iniciaron las mediciones en el medio del BRFB con un periodo
previo de aclimatacion de los organismos en los discos en medio BG-11 durante 24 horas,
transformando las proporciones de N/P de 3.875 a 63:1 del medio durante este intervalo,
causa por la cual el organismo podia asimilar el fosforo de manera mas eficaz.
Adicionalmente, se asume que para el inicio de este ensayo las células de MF eran fosforo-
deficientes debido a las bajas concentraciones de fosforo a la que habia sido sometida durante
los ensayos anteriores. En este sentido, cabe resaltar que las células fosforo-deficientes
consumen fosfatos a tasas mas altas que las células fosforo-suficientes (Prieto, Pardo,
Garbisu, Llama, & Serra, 1997), por lo que el aumento de las tasas de remocion promedio y
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el reporte del valor pico de consumo de fosfatos durante la investigacion (58.058 mg P-PO4
3/1-d) presentados en el ensayo 4 puede deberse a la conjuncion de estas circunstancias.

Por otro lado, se ha reportado en la literatura que las células Nitrogeno-suficientes de
Phormidium sp no consumen fosfatos durante la ocurrencia de periodos oscuros (Garbisu,
Hall, & Serra, 1993) lo que indica que las mediciones obtenidas, en términos de porcentajes
de remocion al final de los ensayos, pueden corresponder a la toma y utilizacion de fosfatos
en el periodo oscuro del fotoperiodo definido para esta investigacion (12:12), al ser el medio
N-insuficiente y crear esta misma condicion al interior de las células (Gardner-Dale. D.A.,
2017), MF sostuvo el consumo de fosfatos durante todo el tiempo de ocurrencia de los
ensayos realizados.
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Ilustracion 23. Comparacion de Tasas de Remocidn PO4 - NHs*en Cuarto ensayo en el BRBF

Al mismo tiempo, es necesario comparar los rendimientos obtenidos en esta investigacion,
en términos de las tasas de remocion de P-PO4, con otros trabajos en condiciones similares;
de acuerdo a esta revision bibliogréfica, se encontré que el intervalo de resultados méas
comunes esta entre 1.6 — 7.3 mg P-PO4/I-d (Garbisu, Hall, & Serra, 1993) (R. Blier, 1995)
(R. Blier, G. Laliberté & J. de la Nole, 1996) y el valor méas alto encontrado es de 13.8 mg
P-PO4%/1-d (Laliberté, Lessard, de la Noiie, & Sylvestre, 1997), lo que situa el rendimiento
medido en esta investigacion por encima de estos, con una tasa de remocién promedio de
15.1514 mg P-PO43/I-d y una maxima de 58.058 mg P-PO4?/I-d, reconociendo entonces
unos escenarios prometedores para el tratamiento de aguas residuales.

Por dltimo, la literatura consultada indica que las concentraciones utilizadas en esta
investigacion de P-PO42 para el sostenimiento de Phormidium sp. son insuficientes para
lograr tasas de crecimiento Optimas.
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8.3.4. Remocion de Amonio

Para el analisis del comportamiento de la remocion de amonio (N-NH4") en el BRFB, se
precisan primero dos elemento: (i) El orden por el cual las cianobacterias prefieren utilizar el
nitrogeno en el medio es NH4* > NOs > NO2™ > N2 cuando se encuentran todas estas especies
quimicas biodisponibles al mismo tiempo y no utilizaran otras fuentes de nitrogeno hasta que
todo el amonio sea consumido (Y. Su, 2012) (Markou & Georgakakis, 2011); (ii) el género
Phormidium ha sido empleado, entre otros elementos, por su amplia tolerancia a altas
concentraciones de amonio (54 mg N-NH4*/L) (R.O. Cafiizares-Villanueva, 1994); en este
sentido, es favorable el uso de MF para tratar aguas contaminadas con diferentes fuentes de
nitrdbgeno y en altas concentraciones de amonio, como las especies quimicas Yy
concentraciones usadas en esta investigacion.

Paralelamente, las tasas de remocion alcanzadas por Phormidium sp. tuvieron un rendimiento
prometedor para el tratamiento de aguas residuales alcanzando un valor maximo, durante el
ensayo 4, de 105 mg N-NH4"/I-d y un valor promedio de 23.138 mg N-NH4*/I-d. En este
sentido se hace necesario comparar las tasas de remocion de esta sustancia con las obtenidas
por otros autores en investigaciones similares, encontrando que los resultados méas comunes
tienen valores de 3.1 — 12.5 mg N-NH,"/I-d (Proulx, Lessard, & de la Noie, 1994) (R. Blier,
G. Laliberté & J. de la Nole, 1996) (de la Nolie & Talbot , 1993), y los valores mas altos
para tasas de remocién estan en el orden de 18 — 19.9 mg N-NH4*/I-d (Laliberté, Lessard, de
la Noue, & Sylvestre, 1997); por lo cual, es evidente que el rendimiento alcanzado en la
presente investigacion es superior a los reportados.

En relacion con las implicaciones del crecimiento de MF, la literatura reporta que la
concentracion de biomasa algar es significativamente inferior cuando los cultivos son
suplementados con amonio que cuando son suplementados con nitratos (N-NOs") (Li, Hu,
Gan, & Yang, 2010), lo que explica la diferencia en el comportamiento de la biomasa
generada por Phormidium sp. durante los ensayos 1 y 4 donde el microorganismo se
encontraba previamente en medio BG-11, cuya fuente de nitrégeno es el NaNOs en una
relacién nutricional N/P 60:1; y los ensayos 2 y 3, con medios suplementados con NH4* como
fuente de nitroégeno en una relacién nutricional N/P 3.875:1 (N-insuficientes); los resultados
indicaron un fuerte decrecimiento de la tasa de generacién de biomasa en los intervalos de
medicién asi como un descenso en la cantidad de biomasa general (datos no mostrados). En
efecto, la disminucién de la biomasa generada tiene un impacto extensivo en la cantidad de
amonio removido pues, como se ha especificado anteriormente, existe una relacion directa
entre la cantidad de biomasa y la tasa de remocion de nutrientes, siguiendo el modelo cinético
de Michaelis — Menten (Michaelis & Menten , 1913).

La literatura consultada indica que las concentraciones utilizadas en esta investigacion de N-
NHspara el sostenimiento de Phormidium sp. son insuficientes para lograr tasas de
crecimiento 6ptimas. Sin embargo, es necesario aclarar que si se aumentan las
concentraciones de amonio en el medio para lograr proporciones N/P deseables (54:1 (R.
Blier, G. Laliberté & J. de la Noue, 1996)) con solo este compuesto, se incidiria
negativamente en el crecimiento de MF, pues las concentraciones serian inhibitorias. En este
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sentido, es necesario suplementar el medio con alguna otra fuente de Nitrégeno, que sitle el
contenido de macronutrientes N/P en las proporciones correctas, fomentando el crecimiento
del alga y que se alcancen de las tasas maximas de remocion de manera sostenida en el
cultivo; lo cual es congruente con lo expresado por (Romero Rojas, 2016) en relacion a la
practica comun y extendida de suplementar cultivos de microalgas, con diferentes fuentes de
nitrégeno, en las plantas de tratamiento de aguas con tecnologia algar en el pais.

En cuanto a la metabolizacion del amonio por parte de MF, diversos autores indican que la
ruta metabolica mas importante para la utilizacion de este compuesto es a través del sistema
enzimatico glutamina-sintetasa (Chaiklahan, Nattayaporn, Wipawan, & Kalyanee, 2010)
(Oliver & Ganf, 2000), la cual tiene una incidencia directa en las condiciones de cultivo de
la cianobacteria ya que cuando el amonio es usado como Unica fuente de nitrogeno por medio
de este sistema, el pH disminuye debido a la liberacién de iones H* (Grobbelaar, 2004), lo
que es congruente con la lustracion 23 y con los escenarios de cultivo presentados durante
esta investigacion pues no existid una alteracion significativa del pH, permitiendo el
desarrollo de todos los ensayos en condiciones neutras.
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20%

0%

-20%
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lustracion 24. Formacién de las especies amoniaco/amonio como una funcion del pH (G. Markou, 2011)

8.3.5. Anadlisis de macronutrientes y micronutrientes

Ademaés de los nutrientes esenciales mencionados anteriormente, las cianobacterias también
requieren para su crecimiento una variedad de otros macronutrientes en cantidades
considerables como el calcio (Ca) y el magnesio (Mg) y potasio (K) (Travieso , Sanchez,
Benitez, & Conde, 1993) (Utkilen, 1982). Los micronutrientes requeridos incluyen
Molibdeno (Mo), Hierro (Fe), Niquel (Ni), Cobre (Cu), Zinc (Zn), Cobalto (Co) y Manganeso
(Mn) (Reuter & Petersen, 1987) (Cavet, Borrelly, & Robinson, 2003). EI medio BG-11
empleado en esta investigacion se ha preparado con las instrucciones de la Universidad de
Texas en Austin, en su division de coleccion de cultivo de algas, y se ha establecido que
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contiene todos los elementos listados anteriormente. Para efectos practicos, se asume que los
contiene en cantidad suficiente para el desarrollo 6ptimo de MF.

8.3.6. Contaminacion y competicion

El crecimiento de Phormidium sp. se dio en cultivos monoespecificos, pero no axénicos
durante la fase de cultivo en BG-11y en su posterior utilizacion en los ensayos previos y en
el biorreactor. Como consecuencia, los resultados de biomasa obtenidos (datos no mostrados)
con Phormidium sp. deben ser interpretados con prudencia ya que los cultivos fueron
propensos a cierta contaminacién con Chlorella sp. (de la Noéue & Basséres, 1989)
encontraron que la contaminacion de Phormidium sp. por otras especies de microalgas ocurre
facilmente cuando el inoculo es pequefio, lo que podria explicar la contaminacion de los
medios usados en los ensayos previos con Chlorella sp., pues la cantidad de MF en cada
frasco era limitada.

Como seguimiento a este suceso, se realizaron muestreos rutinarios durante los ensayos en
el BRBF y se analizaron por microscopia, encontrando que los niveles de contaminacién por
esta especie de microalga disminuyeron drasticamente, al punto de no encontrar ningln
individuo de Chlorella sp. en los muestreos. Esto puede explicarse de dos maneras: (i) Las
condiciones de cultivo empleadas estaban disefiadas especialmente para Phormidium sp., por
lo que el crecimiento de Chlorella sp. era restringido y no le era posible competir con MF y,
(if) La inmovilizacion del cultivo: (de la Noue & Basséres, 1989) y (Sanchez, Travieso, &
Weiland, 1995) establecieron que la contaminacion de cultivos de Phormidium sp. por parte
de otras especies de microalgas es completamente eliminada si se emplean cultivos
inmovilizados en diferentes tipos de soportes, con mejores resultados en Quitosano y en
matrices de polimeros plasticos, como el empleado en la construccién de los biodiscos
(PETG) durante esta investigacion.

8.3.7. Luz

Como se ha indicado anteriormente, los bioprocesos que hacen posible el tratamiento de
aguas contaminadas por parte de Phormidium sp. son altamente dependientes de la energia.
La cantidad de luz disponible en el sistema y susceptible de aprovechamiento, medida en la
superficie exterior de la tapa del BRBF, fue de 4000 lux provenientes de un bombillo
incandescente de luz blanca — 56 PE/m?s — que, segln varios autores, es una cantidad
relativamente baja para el cultivo de este tipo de microorganismo pues los valores nominales
habitualmente usados son del orden de 80 — 165 HE/m?s (5920 — 12210 Lux) (R. Blier, 1995)
(R. Blier, 1995) (A. Dumas, 1998). Adicionalmente, es importante aclarar que las mediciones
realizadas en el BRBF fueron hechas durante la fase oscura del fotoperiodo establecido para
esta investigacion (12:12).

En este contexto, es posible que la conjuncion de estas dos condiciones fueran determinantes
para el desarrollo de Phormidium sp. (y de la eficiencia de sus bioprocesos) asi como de los
resultados reportados. Llama la atencion que las tasas de remocion obtenidas para los
macronutrientes N-P sean ya superiores a las encontradas en la literatura consultada, por lo
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cual es posible que los rendimientos que pueden ser alcanzados, mediante la implementacion
de esta tecnologia, sean mayores a los logrados y/o reportados en esta investigacion.
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9. CONCLUSIONES

Se demostroé la capacidad de una cepa de microalga filamentosa dispuesta en un Biorreactor
Rotativo de Biopelicula Fija para la remocion de amonio (N-NH4") y de fosfato (P-PO4).
La disposicion de MF en el BRBF tuvo un impacto positivo sobre las tasas y nivel de
remocién de amonio y fosfato, se obtuvieron rendimientos de 99.056% para NHs* y de
97.448% para PO47, superiores a los cominmente logrados en el tratamiento de aguas
residuales con tecnologia algar y los encontrados en la literatura consultada: del orden de
46% para NH4" y de 52% para PO43.

La presencia de NaNOs potencid las tasas y nivel de consumo de amonio. La cantidad de
biomasa inicial es importante cuando MF no cuenta con NaNO3 en el medio.

El Analisis de evaporacion de amonio permitié demostrar que, en las condiciones in vitro del
ensayo: £22°C, humedad relativa de 45-55% y presion atmosférica de 560 mmHg; la pérdida
por volatilizacién de NH4* es minima (3.99%, maximo) y que dichas pérdidas guardan cierta
proporcién con la concentracion inicial.

Se redujo la contaminacion por bacterias y otras cianobacterias presentes en cultivos de
produccidén gracias a algunas consideraciones de disefio como: técnica de inmovilizacion,
material de construccién y selectividad del medio.

El Tereftalato de Polietileno Glycol-modificado (PETG) resultd ser un material efectivo para
la construccion del biorreactor: es un material inerte, resistente, liviano y flexible que permite
un crecimiento denso y homogéneo de organismos filamentosos.

La construccidn de biorreactores con tecnologia de impresion 3D resulté ser clave para los
resultados obtenidos en la investigacion. La impresion 3D emplea una técnica de tejido que
le permiti6 a MF crecer y sujetarse de manera homogénea, gracias a las hebras que
constituyen cada una de las piezas impresas. No existen precedentes bibliograficos, pero es
un aporte clave en esta investigacion.
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10. RECOMENDACIONES

1. Tipo de reactor

Se recomienda evaluar la pertinencia y eficiencia del BRBF en flujo continuo y
semicontinuo.

2. Modelizacién

Desarrollar el modelo matematico que permita perfilar el comportamiento del BRBF en
diferentes escenarios, tamarios, cargas de biomasa y concentracion de nutrientes.

3. Disefio del contenedor

e Se sugiere evaluar otro material para la construccion del BRBF, ya que el acrilico es
un material sensible a la deformacion y cualquier tipo de intervencién le hace mas
fragil.

e Un ensayo sin tapa permitiria determinar pérdidas por evapotranspiracién del medio
y de amonio.

e Se recomienda evaluar la geometria del contenedor de tal forma que los biodiscos
encajen en un sistema de semicirculo.

e Serecomienda que el contenedor del medio de cultivo en el biorreactor sea fabricado
con un material que no permita el paso de luz.

4. Condiciones de luz

Segun la bibliografia, la luz es un factor que condiciona la efectividad con la cual las
cianobacterias consumen nitrogeno y fosforo, asi que se recomienda llevar a cabo el ensayo
con diferentes intensidades luminicas.

5. Uso de aguas industriales

Se recomienda evaluar la metodologia propuesta en aguas con altas concentraciones de
amonio y fosfatos.

6. Biomasa

e Determinar la capacidad de carga de biomasa en los biodiscos, en términos de
formacion de biopelicula de cada disco.

e Establecer la vida util de los biodiscos, en términos de viabilidad de la biomasa.
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12. ANEXOS
12.1. ANEXO 1
Tabla 15. Curva calibracion NH4+: Precision y exactitud
CURVA DE CALIBRACION NH* Longitud de onda 425 nm
Concentracion Absorbancia Promedio Desv. Precisién | Exactitud
(mg/L) Est. (C.V. (%)) (%)
0 0 0 0 0 0 0 - -
10 0.2 0.189 0.205 0.195 0.197 0.007 3.473 99.986
20 0.401 0.398 0.405 0.365 0.392 0.018 4.689 100.961
30 0.598 0.58 0.615 0.625 0.605 0.020 3.271 102.023
40 0.761 0.799 0.759 0.709 0.757 0.037 4.876 102.785
50 0.906 0.833 0.873 0.91 0.881 0.036 4.060 103.403
12.2. ANEXO 2
Tabla 16. Curva calibracion PO4-3. Precision y exactitud.
CURVA DE CALIBRACION PO Longitud de onda 420 nm
Concentracion Absorbancia Promedio Desv. Precision | Exactitud
(mg/L) Est. (C.V. (%)) (%)
0 0 0 0 0 0 0 - -
5 0.098 0.1 0.103 0.092 0.098 0.005 4.729 99.491
15 0.226 0.231 0.217 0.235 0.227 0.008 3.416 100.136
25 0.352 0.361 0.333 0.345 0.348 0.012 3.397 100.739
35 0.475 0.48 0.496 0.461 0.478 0.014 3.022 101.390
12.3. ANEXO 3
Tabla 17. Desviacion estandar por promedio multiensayo. Analisis de dispersion estadistica para ensayos por triplicado.
ID 1 2 3 4 5 6 1L 2L 3L 4L 5L 6L
. BG11- | BG11- | BG11- BG11- | BG11- | BG11-
Medio BG11 BG11 | BG11 | BG11 BG11 | BG11
NP NP NP NP NP NP
Desv.
. 0.00 0.11 0.18 0.21 0.13 | 0.21 | 0.00 0.10 0.11 0.12 0.14 | 0.22
promedio
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12.4. ANEXO 4

Tabla 18. Coeficiente de variacion de promedio multiensayo. Ensayos Previos por triplicado.

ID 1 2 3 4 5 6 1L oL 3L AL 5L | 6L
. BG1l- | BG11- | BG11- BG11- | BG11- | BG11-

Medio | BG11 | = oo NP Np | BG11 | BG1L |BG11| - o NP Np | BG1L | BG11

Desv. | 900 | 003 | 001 | 001 | 002 | 001 | 000 | 001 | 001 | 000 | 011 | 0.01

promedio
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